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INTRODUCCION: El envejecimiento cursa con alteraciones estructurales y funcionales en el 
sistema cardiovascular. La restricción calórica (RC) es uno de los hábitos más utilizados para 
retrasar el envejecimiento.  
OBJETIVO: El objetivo de estudio fue analizar los efectos del envejecimiento y la RC sobre la 
respuesta del corazón y los vasos a la endotelina-1 (ET-1) y a la insulina  
MATERIAL Y MÉTODOS: Para ello se utilizaron ratas Wistar de 3 y 24 meses de edad (3m y 
24m), estas últimas sometidas o no a una RC del 20% durante sus 3 últimos meses de vida (24m-
RC). Se perfundieron los corazones mediante la técnica de Langendorff y se estudiaron los efectos 
de la ET-1 y la insulina sobre la circulación coronaria y la contractilidad ventricular. Por otro lado, 
se valoró la respuesta de anillos de arterias renales a la ET-1 y de anillos de aorta a la insulina y se 
analizó la expresión de marcadores relacionados con las vías de activación de ambos péptidos en 
tejido arterial y cardíaco por Western Blot. Asimismo, se valoró la expresión génica de diferentes 
marcadores proinflamatorios y profibróticos en ambos tipos de tejido así como en el tejido adiposo 
perivascular (PVAT) por RT-PCR. Por útlimo, se realizaron cultivos primarios de células 
endoteliales para determinar los efectos específicos de la insulina sobre el endotelio.  
RESULTADOS: La RC disminuyó el peso corporal y el peso del tejido adiposo visceral y 
subcutáneo y aumentó el peso del músculo gastrocnemio y del corazón en los animales de 24m. A 
nivel cardíaco el envejecimiento disminuyó el efecto vasoconstrictor coronario y aumentó el efecto 
inotrópico positivo en respuesta a la ET-1 siendo estos cambios atenuados por la RC. Igualmente la 
RC atenuó el aumento en la expresión de la iNOS y el TNF-α y la disminución en los niveles de 
ARNm de la eNOS y los receptores ETB inducidos por el envejecimiento en el tejido cardíaco. Sin 
embargo, la RC no previno el aumento en la vasoconstricción de las arterias renales en respuesta a 
la ET-1 asociado al envejecimiento a pesar de que aumentó la expresión de la eNOS y disminuyó la 
expresión de la iNOS en el tejido arterial. El envejecimiento cursó con resistencia cardíaca a la 
insulina ya que la vasodilatación de las arterias coronarias y el aumento en la contractilidad en 
  Resumen 
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respuesta a esta hormona fue menor en las ratas de 24m, cambios que se atribuyeron a una 
disminución en la activación de la vía de señalización PI3K/Akt. Estos efectos fueron parcialmente 
revertidos por la RC, la cual aumentó la activación de esta vía y la expresión de los transportadores 
GLUT-4 en el tejido cardíaco. Igualmente la RC previno la resistencia vascular a la insulina 
inducida por el envejecimiento en segmentos de aorta mediante un aumento en la biodisponibilidad 
del NO. Estos cambios en la función vascular se acompañaron de una mayor activación de la vía 
PI3K/Akt en el tejido arterial y en cultivos primarios de células endoteliales. Asimismo la RC 
disminuyó la expresión de la iNOS y aumentó la de la eNOS en la aorta y disminuyó la expresión 
de marcadores proinflamatorios en el PVAT. 
CONCLUSIÓN: En conclusión, el envejecimiento cursa con alteraciones en la respuesta 
cardiovascular a la ET-1 y a la insulina que son revertidas, al menos en parte, por un protocolo de 
RC moderado. Estos resultados sugieren que este protocolo de RC podría ser una estrategia útil para 
prevenir el deterioro cardiaco y la disfunción endotelial inducidos por el envejecimiento.  
 
PALABRAS CLAVE: Envejecimiento, sistema cardiovascular, restricción calórica,     
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1. EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR 
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) suponen la primera causa de muerte en el mundo 
tanto en los países desarrollados como en los países en vías de desarrollo, representando el 30% del 
total de muertes. Entre los múltiples factores implicados se encuentran el perfil genético, la 
obesidad, el tabaquismo, la inactividad física y el envejecimiento, habiéndose establecido que, de 
todos ellos, el que representa un mayor riesgo es la edad avanzada (Lakatta and Levy 2003). 
El proceso de envejecimiento está programado genéticamente y modificado por influencias 
ambientales, de modo que la tasa de envejecimiento puede variar ampliamente entre individuos. 
Dado que la esperanza de vida ha aumentado considerablemente en todo el mundo en el último 
siglo, la incidencia de ECV inducidas por la edad también ha aumentado, siendo una de las 
principales causas de mortalidad entre la población de más de 65 años (Lakatta and Levy 2003). La 
prevalencia de ECV es superior al 70% en individuos de 60 a 79 años de edad y superior al 80% 
para individuos de más de 80 años de edad (Go, Mozaffarian et al. 2014). Además, el 
envejecimiento cardiovascular se asocia con un deterioro progresivo de las funciones fisiológicas 
disminuyendo la capacidad del organismo para mantener la homeostasis y aumentando, en 
consecuencia, la susceptibilidad del organismo a la enfermedad y la muerte (Harman 2001, Lakatta 
2015). Por este motivo, las intervenciones para tratar y/o prevenir las alteraciones cardiovasculares 
asociadas al envejecimiento no sólo mejorarían el estado de salud de los ancianos, sino que también 
podrían prolongar la esperanza de vida al retrasar las muertes relacionadas con las ECV. 
 
1.1 Efectos del envejecimiento sobre el corazón 
Los cambios más drásticos en la función cardiaca que ocurren con el envejecimiento en personas 
sanas son el aumento del grosor de pared del ventrículo izquierdo, las alteraciones en el patrón de 
llenado diastólico y la disminución en la fracción de eyección del ventrículo izquierdo, así como 
alteraciones en el ritmo cardíaco, lo que conlleva a que la prevalencia de insuficiencia cardíaca 
aumente notablemente con la edad (Wei 1992). Estas alteraciones se deben, al menos en parte, a 
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una disminución en el número de cardiomiocitos en el corazón por necrosis y apoptosis, así como a 
una hipertrofia de los mismos y fibrosis del tejido cardíaco debido a un aumento del colágeno 
debido a alteraciones en la matriz extracelular (MEC) (Masson, Staszewsky et al. 2004).  
La MEC es un conjunto complejo de proteínas situadas fuera de las células que proporciona 
apoyo estructural y biológico a las células circundantes. Los fibroblastos cardíacos son la fuentes 
primarias de las proteínas de la MEC cardíacas, incluyendo los tipos de colágeno I, II, III, IV, V y 
VI, elastina, fibronectina, laminina y fibrinógeno (DeQuach, Mezzano et al. 2010). La MEC 
cardiaca alinea los cardiomiocitos y proporciona soporte estructural al corazón; Sin embargo, la 
deposición excesiva de colágeno aumenta la rigidez del miocardio y media la disfunción diastólica 
(Ouzounian, Lee et al. 2008). La MEC está sujeta a un continuo remodelado, existiendo un 
equilibrio muy estrecho entre la síntesis y degradación de proteínas de la MEC en el que intervienen 
las metaloproteinasas de matriz (MMPs) como las MMP-3, 8, 9 y 12 (proteasas dependientes de 
zinc que se encargan de la proteolisis de las proteínas que conforman la MEC) y los inhibidores 
tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) 3 y 4 (Bonnema, Webb et al. 2007).  
En general el envejecimiento cardíaco se asocia con un desequilibrio entre la síntesis y 
degradación de MEC lo que, en muchos casos, deriva en procesos fibróticos. El factor de 
crecimiento transformante β (TGF-β1) es un factor profibrótico que inhibe la degradación de la 
matriz, disminuyendo la actividad de las MMPs y aumentando la de las TIMPs (Bujak and 
Frangogiannis 2007). En el envejecimiento, la expresión de TGF-β1 está aumentada lo que induce 
la síntesis y secreción de colágeno por parte de los fibroblastos cardíacos en el espacio intersticial 
(Shivakumar, Dostal et al. 2003, Wang, Zhang et al. 2010). Sin embargo, una disminución en la 
expresión de TGF-β1 da como resultado una reducción de la fibrosis cardiaca asociada al 
envejecimiento y una mejora en la elasticidad del ventrículo izquierdo (Brooks and Conrad 2000). 
Estos cambios estructurales afectan a la función cardíaca ya que repercuten en la contractilidad 
del miocardio, en la propagación de la contracción y la relajación del corazón, y en la sensibilidad 
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al calcio, aumentándose por tanto el riesgo de padecer arritmias (Capasso, Palackal et al. 1990) 
(Figura 1). 
 
Figura 1. Efectos del envejecimiento en el corazón. Imagen adaptada de (North and Sinclair 2012).  
 
 
1.2 Efectos del envejecimiento sobre la vasculatura 
La edad induce cambios en la estructura y función arterial (Harvey, Montezano et al. 2015). Las 
dos principales alteraciones vasculares que se desarrollan con el envejecimiento son la rigidez 
vascular y la disfunción endotelial (Ungvari, Parrado-Fernandez et al. 2008).  
La rigidez vascular tiene como consecuencia, por un lado, un aumento de la postcarga del 
corazón lo que a largo plazo puede derivar en hipertrofia ventricular (London, Covic et al. 2011) y, 
por otro, una disminución de la perfusión de las arterias coronarias, lo que aumenta el riesgo de 
padecer isquemia (Kass 2002). Estas alteraciones hemodinámicas se deben en gran parte a cambios 
estructurales en las paredes de las arterias que consisten principalmente en un engrosamiento de la 
capa íntima y media de los vasos sanguíneos. Este engrosamiento es debido a la pérdida de elastina, 
la calcificación de la pared vascular y a un aumento en el número de fibras de fibronectina y 
colágeno (Atkinson 2008, Lee and Oh 2010). El aumento en la cantidad de fibronectina y colágeno 
se asocia con un aumento del TGF-β1, citoquina profibrótica que estimula la síntesis de la fibras de 
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la MEC (Masson, Staszewsky et al. 2004) y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
como el anión superóxido (O2
-).  
Además de alteraciones estructurales en la pared de los vasos el envejecimiento cursa también 
con alteraciones en la función endotelial.  
El endotelio es el principal regulador del tono vascular, ya que libera sustancias vasoactivas con 
función vasodilatadora hacia las células musculares lisas vasculares (CMLV) subyacentes como el 
óxido nítrico (NO), las prostaciclinas o el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), y 
con función vasoconstrictora como el prostanoide tromboxano A2 o la endotelina-1 (ET-1) (Tolins, 
Shultz et al. 1991, Bellien, Thuillez et al. 2008).  
En condiciones fisiológicas, los factores hemodinámicos (flujo y presión sanguínea) son los 
principales encargados de la regulación de la función del endotelio (Busse and Fleming 1998, Davis 
and Hill 1999). Sin embargo, la función endotelial no sólo depende de los cambios físicos sino 
también de los cambios locales en la concentración de factores químicos como neurotransmisores 
(acetilcolina (ACh), catecolaminas, etc.) y hormonas (angiotensina, vasopresina, bradiquinina, etc.) 
(Vanhoutte 1989) los cuales, dependiendo del lecho vascular y las condiciones, pueden producir 
efectos vasodilatadores o vasoconstrictores (Rubanyi and Vanhoutte 1985, Katusic and Vanhoutte 
1986, Shimizu, Ishii et al. 1994).  
La disfunción endotelial se define como la pérdida de la capacidad del endotelio para modular el 
comportamiento fisiológico del lecho vascular. Diversos estudios han demostrado un aumento de la 
disfunción endotelial durante el envejecimiento tanto en individuos hipertensos como en 
normotensos (Taddei, Virdis et al. 2001). Entre las alteraciones endoteliales inducidas por el 
envejecimiento, se ha descrito una disminución de la relajación dependiente de endotelio, debido a 
una alteración en la biodisponibilidad del NO a causa de un aumento de la inflamación y del estrés 
oxidativo (Ungvari, Parrado-Fernandez et al. 2008) y a una disminución en la liberación de EDHF 
(Fujii, Ohmori et al. 1993, Nakashima and Vanhoutte 1996), además de un aumento de la liberación 
  Introducción 
28 
 
de sustancias vasoconstrictoras derivadas de la ciclooxigenasa (COX) como la prostaglandina H2 
(PGH2), la prostaglandina F2α (PGF2α), el tromboxano A2 (TXA2) (Küng and Lüscher 1995, 
Heymes, Habib et al. 2000) o la ET-1 (Goettsch, Lattmann et al. 2001). Diversos estudios han 
encontrado una disminución de la biodisponibilidad de NO asociado con un aumento de la síntesis 
de ET-1 y viceversa, lo que sugiere que la ET-1 y el NO se regulan recíprocamente a través de un 
mecanismo de retroalimentación negativa (Boulanger and Lüscher 1990, Rossi, Seccia et al. 2001). 
 
1.3 Inflamación y estrés oxidativo 
El envejecimiento cursa con un aumento en la producción ROS y con una disminución de la 
actividad de los mecanismos anti-oxidantes (Wu, Xia et al. 2014) tanto en el corazón (Judge, Jang 
et al. 2005) como en la vasculatura (Ungvari, Orosz et al. 2007). Por otra parte, el envejecimiento se 
asocia con un estado inflamatorio crónico de bajo grado (Franceschi, Bonafè et al. 2000), que hace 
a los individuos de avanzada edad más susceptibles al desarrollo de enfermedades (Reuben, Cheh et 
al. 2002, Candore, Caruso et al. 2010), especialmente las ECV (Volpato, Guralnik et al. 2001, 
Cesari, Penninx et al. 2003, Schiffrin 2014). Entre los distintos marcadores inflamatorios asociados 
a eventos cardiovasculares, destacan la interleucina-6 (IL-6), la proteína C reactiva (PRC) y el 
factor de necrosis tumoral tipo α (TNF-α) los cuales, según el estudio Health ABS (Coppé, Patil et 
al. 2010) tienen un alto valor pronóstico en la aparición de eventos cardiovasculares. Asimismo, se 
ha propuesto que tanto el TNF-α como la IL-6 se asocian con la gravedad de la disfunción 
ventricular izquierda y con el grado de activación de los sistemas simpático y renina-angiotensina-
aldosterona (Cesari, Penninx et al. 2003).  
Además, la inflamación de bajo grado ejerce un efecto perjudicial aditivo sobre la rigidez 
vascular acelerando así el proceso de envejecimiento vascular (Tsioufis, Dimitriadis et al. 2007). El 
TNF-α activa un perfil de expresión génica proinflamatorio en las células endoteliales que 
promueve la adherencia de los monocitos y su migración hacia la capa subendotelial. En modelos 
animales de envejecimiento, hay infiltración de células inflamatorias como monocitos y macrófagos 
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en la adventicia de los vasos sanguíneos (Kirstein, Brett et al. 1990). Los monocitos y los 
macrófagos vasculares, aumentan la producción de ROS a través de la activación de NADPH 
oxidasa, así como la expresión de citoquinas inflamatorias y moléculas de adhesión, reduciendo la 
biodisponibilidad del NO, estimulando la hipertrofia de las CMLV y activando las MMPs que 




La ET-1 es considerada como uno de los vasoconstrictores endógenos más potentes producido en 
el organismo (Yanagisawa, Kurihara et al. 1988). En condiciones normales, la liberación de ET-1 es 
pequeña mientras que sus niveles aumentan en situaciones patológicas en las que existe un trastorno 
de la función endotelial como la diabetes (Sármán, Tóth et al. 1998), la hipertensión (Dhaun, 
Goddard et al. 2008), la isquemia-reperfusión (Hasdai, Kornowski et al. 1994) la aterosclerosis 
(Bousette and Giaid 2003) o el envejecimiento (Komatsumoto and Nara 1995). 
 
2.1 Estructura y síntesis 
La ET-1 es un péptido de 21 aminoácidos sintetizado principalmente por el endotelio vascular y 
en menor medida por las CMLV. Se sintetiza en el interior de las células mediante 2 pasos 
proteolíticos a partir de la prepro-ET-1, un precursor peptídico de aproximadamente 200 residuos de 
aminoácidos. En primer lugar, una endopeptidasa neutra de tipo furina escinde la prepro-ET-1 a 
Big-ET-1, un péptido inactivo de 41 residuos de aminoácidos (Denault, Claing et al. 1995). En 
segundo lugar, la Big-ET-1 se escinde por las enzimas de conversión de la endotelina tipo 1 y 2 
(ECE-1 y ECE-2) dando lugar a la ET-1 que es el péptido biológicamente activo (Inoue, 
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2.2 Receptores y mecanismo de acción 
Los efectos de la ET-1 están mediados a través de dos tipos de receptores, los receptores de tipo 
A (ETA) y los receptores de tipo B (ETB). Ambos receptores están formados por 7 dominios 
transmembrana y pertenecen a la superfamilia de receptores ligados a proteínas G (Levin 1995). 
Fisiológicamente los receptores ETA y ETB tienen efectos antagónicos, ya que los ETA promueven 
los efectos vasoconstrictores de la ET-1, mientras que los ETB promueven principalmente efectos 
vasodilatadores (Thorin and Clozel 2010).  
- Receptores ETA: El receptor de endotelina ETA se expresa abundantemente en las CMLV y 
en los cardiomiocitos. La ET-1 se une al receptor ETA induciendo la activación de la 
fosfolipasa C (PLC), la cual produce el aumento de la concentración de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) en el citoplasma celular. 
 Efectos en los vasos: En las CMLV, el aumento en los niveles de IP3 estimula la 
liberación de Ca2+ del retículo endoplásmico produciendo el efecto vasoconstrictor. 
Por otro lado, el DAG activa la protein quinasa C (PKC) y refuerza la 
vasoconstricción a través de la vía de la protein quinasa activada por mitógenos 
(MAPK) (Maczewski and Beresewicz 2000). Se sabe que el efecto vasoconstrictor 
inducido por ET-1 persiste incluso después de que la ET-1 haya sido eliminada del 
receptor, probablemente debido a que la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) 
permanece elevada (Clarke, Benjamin et al. 1989) (Figura 2). 
 Efectos en el corazón: En los cardiomiocitos la unión de la ET-1 a receptores de tipo 
ETA produce un aumento de la contractilidad cardiaca, es decir, tiene un efecto 
inotrópico positivo (MacCarthy, Grocott-Mason et al. 2000, Namekata, Fujiki et al. 
2008). No está claro si el IP3 juega un papel en las modificaciones de las [Ca
2+]i; Sin 
embargo, se sabe que la ET-1 induce la activación y translocación de la PKC, muy 
probablemente a través de DAG, y esto puede conducir a un aumento de la [Ca2+]i 
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(Clerk, Bogoyevitch et al. 1994). Asimismo, la PKC puede estimular directamente el 
intercambio de Na+/H+, conduciendo a un aumento de la concentración intracelular de 
Na+ (Endoh, Fujita et al. 1998), lo que podría aumentar la contractilidad mediante un 
aumento de sensibilidad de las proteínas contráctiles a Ca2+ (Cingolani, Pérez et al. 
2005) (Figura 3). 
- Receptores ETB: El receptor de endotelina ETB se expresa predominantemente en células 
endoteliales y, en mucha menor densidad, en las CMLV y en los cardiomiocitos (Levin 1995, 
Kohan, Rossi et al. 2011).  
 Efectos en los vasos: En las células endoteliales, la activación del receptor ETB 
estimula la liberación de NO y/o prostaciclinas, incrementando la formación de 
guanosín monofosfato cíclico (GMPc) y adenosín monofosfato cíclico (AMPc) 
respectivamente, produciendo así el efecto vasodilatador (Guan, VanBeusecum et al. 
2015). Sin embargo, la activación del receptor ETB en las CMLV produce 
vasoconstricción. El efecto predominante parece depender de las concentraciones de 
ET-1 habiéndose descrito que bajas concentraciones de ET-1 activan a los receptores 
ETB del endotelio produciendo vasodilatación, mientras que elevadas concentraciones 
de ET-1 activan a los receptores ETB expresados en las CMLV vasculares produciendo 
vasoconstricción (Guan, VanBeusecum et al. 2015) (Figura 2). 
 Efectos en el corazón: En los cardiomiocitos el papel de los receptores ETB es 
controvertido ya que se ha descrito que la activación de ETB puede producir tanto una 
inotropía positiva como negativa dependiendo de las situaciones (Kohan, Rossi et al. 
2011). 




Figura 2. Esquema del mecanismo de acción de la endotelina en las células endoteliales y CMLV. 
Imagen adaptada de (Kohan, Rossi et al. 2011). 
 
 
Figura 3. Esquema del mecanismo de acción de la endotelina los cardiomiocitos. Imagen adaptada 





  Introducción 
33 
 
2.3 Otros efectos de la ET-1 
Además de sus efectos sobre el tono vascular, la ET-1 tiene una acción mitogénica ya que 
estimula el crecimiento y la proliferación de las CMLV (Komuro, Kurihara et al. 1988) a partir de 
la producción endógena de ET-1 por el propio tejido muscular (acción autocrina) (Alberts, Peifley 
et al. 1994). Dicho efecto parece estar mediado principalmente por los receptores ETA (Alberts, 
Peifley et al. 1994, Lüscher and Barton 2000) y la activación de la vía de señalización intracelular 
de las MAPKs (Xia and Karmazyn 2004), aunque podrían participar también en cierta medida los 
receptores ETB (Alberts, Peifley et al. 1994, von Essen, Ostermaier et al. 1997).  
Por otro lado, la ET-1 juega un papel en los procesos inflamatorios y de remodelado de la pared 
vascular, habiéndose descrito que concentraciones elevadas de este péptido inducen la activación de 
macrófagos (Haller, Schaberg et al. 1991) que liberan mediadores inflamatorios (Agui, Xin et al. 
1994, Hofman, Chen et al. 1998), factores de crecimiento (Peifley and Winkles 1998) y 
quimiotácticos como el TNF-α, la interleuquina 1 (IL-1), -6 o la -8. Estos factores promueven la 
adhesión de neutrófilos (López Farré, Riesco et al. 1993), la producción de colágeno por parte de 
los fibroblastos, y modulan la síntesis de la MEC (Guidry and Hook 1991, Marini, Carpi et al. 
1996) produciendo hipertrofia de las CMLV y del miocardio (Thorin and Clozel 2010).  
 
2.4 Efectos de la ET-1 en el envejecimiento 
El envejecimiento cursa con un aumento tanto de los niveles plasmáticos (Miyauchi, Yanagisawa 
et al. 1992, Nyberg, Mortensen et al. 2013) y de la expresión local de ET-1 en el corazón (Iemitsu, 
Miyauchi et al. 2002) y en las células endoteliales (Opalach, Rangaraju et al. 2010). Estas 
evidencias sugieren que este péptido puede jugar un papel importante en las alteraciones 
cardiovasculares asociadas al envejecimiento. 
Sin embargo, existe cierta controversia en cuanto a los niveles de expresión de la ET-1 en los 
vasos sanguíneos durante el envejecimiento, ya que se ha descrito tanto un aumento en diferentes 
lechos vasculares como la aorta (Barton, Cosentino et al. 1997), las arterias coronarias (Goodwin, 
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Amrani et al. 1999, Korzick, Muller-Delp et al. 2005), las arteriolas de la retina (MacIntyre, Slusar 
et al. 2012) y la vasculatura renal (Goettsch, Lattmann et al. 2001), como una disminución en la 
síntesis de ET-1 en la aorta (Facchetti, Monzani et al. 2007). No obstante, lo que sí parece claro es 
que en la mayoría de los lechos vasculares el aumento de los niveles de ET-1 induce rigidez arterial, 
favoreciendo el desarrollo de complicaciones cardiovasculares como la aterosclerosis, el infarto de 
miocardio, el accidente cerebrovascular y la lesión renal (Goettsch, Lattmann et al. 2001). 
La ET-1 se ha propuesto como un péptido importante en el desarrollo de la enfermedad renal 
asociada al envejecimiento (Kohan and Barton 2014) ya que la respuesta contráctil a la ET-1 
aumenta con el envejecimiento (Meyer, Barton et al. 2014), lo que conduce a una reducción de la 
perfusión renal y la posterior activación del sistema renina-angiotensina (SRA), contribuyendo así a 
un aumento de la presión arterial (Barton, Cosentino et al. 1997, Kohan, Rossi et al. 2011). 
Además, el envejecimiento se asocia con modificaciones en la densidad total de los receptores 
para ET-1 (Afiatpour, Latifpour et al. 2003, Yono, Latifpour et al. 2004), así como en la relación 
entre ETA:ETB, (Del Ry, Maltinti et al. 2008). En este sentido, se ha descrito que la relación 
ETA:ETB en el corazón de ratas jóvenes es de 2:1, mientras que con el envejecimiento pasa a ser de 




3.1 Estructura y síntesis 
La insulina es una hormona polipeptídica que está formada por una cadena A, compuesta por 21 
aminoácidos con un enlace disulfuro intracadena (A6-A11), unida a una cadena B compuesta por 30 
residuos de aminoácidos. Ambas cadenas se encuentran unidas entre sí mediante puentes disulfuro 
en residuos de cisteína (A7-B7 y A20-B19) (Hutton 1994, Davidson 2004) (Figura 4).  




Figura 4. Molécula de insulina. Imagen adaptada de https://www.healthexpress.eu/de/janumet.html  
 
La insulina se codifica en el brazo corto del cromosoma 11 y es sintetizada y secretada por las 
células β de los islotes pancreáticos de Langerhans en respuesta a un aumento de la concentración 
plasmática de glucosa. El aumento de la glucemia provoca en estas células un aumento de los 
niveles de AMPc, que ejerce sus efectos a través de un mecanismo que implica la protein quinasa A 
(PKA), dando lugar a la fosforilación y la activación de ciertas proteínas clave. A través de esta 
compleja cadena de eventos, la glucosa y el AMPc (y posiblemente las contribuciones del aumento 
de [Ca2+]i e IP3) aumentan rápidamente la traducción y la transcripción del ARNm de la insulina 
(Pittman, Philipson et al. 2004). 
La insulina se sintetiza como preproinsulina en los ribosomas del retículo endoplasmático 
rugoso, donde el péptido señal se escinde y los residuos de cisteína de las cadenas de insulina A y B 
se oxidan para formar enlaces disulfuro entre las dos cadenas (Hutton 1994, Davidson 2004), dando 
lugar a la proinsulina. Esta proteína precursora contiene tanto la cadena A como la cadena B de la 
insulina en una cadena única continua unida a través de un segmento intermedio denominado 
péptido C. La proinsulina es transportada al aparato de Golgi donde se almacena en gránulos 
secretores situados cerca de la membrana celular. Posteriormente, mediante una escisión 
proteolítica por la prohormona convertasa 2 en el sitio 65/66 y por la prohormona convertasa 1/3 en 
el sitio 32/33, la proinsulina se escinde en insulina y péptido C (Figura 5) (Zhu, Orci et al. 2002). 
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Finalmente, la cadena B de insulina y el péptido C son procesados por el carboxipeptido E para 
eliminar los residuos básicos terminales y formar los péptidos maduros de insulina y péptido C 
(Zhu, Orci et al. 2002). 
 
Figura 5. Procesamiento de la insulina y péptido C. Imagen adaptada de (Yosten and Kolar 2015).  
 
La insulina y el péptido C se almacenan en las vesículas secretoras hasta la estimulación de las 
células β pancreáticas por elevaciones en la concentración extracelular de glucosa.  
Cuando los niveles plasmáticos de glucosa son bajos (0-3 mM), las células β tienen un potencial 
de membrana en reposo de -60 Mv. Cuando la glucosa plasmática aumenta por encima de 3 mM, 
ésta es captada por los transportadores de glucosa tipo 2 (GLUT-2) situados en la membrana de las 
células β (Mueckler 1994). Una vez en el interior celular, la glucosa es fosforilada por la enzima 
glucoquinasa, convirtiéndose en glucosa-6 fosfato que posteriormente se metaboliza, oxidándose 
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mediante la glucolisis para la generación de energía en forma de adenosín trifosfato (ATP). De este 
modo, el balance entre ATP/ADP se ve favorecido hacia la formación de ATP, lo que provoca una 
inactivación de los canales de potasio sensibles al ATP (KATP), que se cierran impidiendo la salida 
de K+ de la célula β pancreática. De esta forma el interior celular queda con un exceso de cargas 
positivas generándose potenciales de acción superpuestos que despolarizan la membrana celular. 
Cuando se alcanza el umbral de -55 mV, se produce la apertura de canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje en la membrana plasmática, a través de los cuales se produce la entrada de iones Ca2+ al 
interior celular. Se produce así un aumento de las concentraciones de Ca2+ citosólico, provocando la 
liberación simultánea de insulina y péptido C de sus gránulos de almacenamiento por exocitosis al 
espacio extracelular, y su difusión hacia vasos sanguíneos cercanos (Humana 2005) (Figura 6). 
 
Figura 6. Proceso de secreción de insulina en las células β pancreáticas como respuesta al aumento 
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3.2 Mecanismo de acción 
La insulina es un ligando que activa un receptor celular de membrana, denominado receptor de 
insulina (IR). El IR pertenece a la superfamilia de receptores tirosin quinasa cuya activación modula 
múltiples vías de señalización post-receptor. Está compuesto por dos subunidades α extracelulares 
que contienen el sitio de unión para la insulina que se encuentran unidas por puentes disulfuro a dos 
subunidades β. Estas últimas están formadas por una región extracelular, otra región transmembrana 
y una porción intracelular. La porción intracelular de la subunidad β contiene un dominio tirosin 
quinasa que está inactivo en ausencia de ligando, debido a que la subunidad α lo inhibe. La unión de 
la insulina a las subunidades α permite que los dominios quinasa de las subunidades β entren en 
contacto mediante un cambio conformacional y se activen por transfosforilación, dando como 
resultado la fosforilación de residuos de tirosina (Tyr) específicos en la parte intracelular del 
receptor fuera del dominio quinasa en las posiciones Tyr965, Tyr972, Tyr1158, Tyr1162, Tyr1163, Tyr1328 
y Tyr1334. Estos residuos fosforilados se convierten en sitios de unión para proteínas que contienen 
dominios SH2 (dominios con una elevada afinidad por los residuos de tirosina fosforilada), que 
también se fosforilan por la quinasa o son activados por cambios conformacionales e inician la 
cascada de transducción de señales intracelulares (Patti and Kahn 1998, De Meyts 2008) (Figura 7). 
 
Figura 7. Activación del receptor de insulina. La unión de la insulina al dímero del receptor induce 
un cambio conformacional que causa la transfosforilación del segmento de activación del dominio 
de proteína quinasa en determinados residuos de tirosina. La fosforilación adicional sigue a ambos 
lados del dominio catalítico. Imagen adaptada de http://www.cellbiol.net/ste/rpimages.php. 
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Una vez que la insulina interacciona con su receptor y éste es activado, se activan dos cascadas 
de señalización intracelular: la vía de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y la vía de la MAPK 
(Avruch 1998).  
- Vía PI3K/Akt: Esta vía es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones 
sobre el metabolismo de la glucosa y los lípidos. La transducción de señales se inicia cuando 
el receptor activo y autofosforilado, interacciona con el substrato del receptor de insulina 
(IRS) y lo fosforila. Aunque existen 4 isoformas de IRS, la que está involucrada en el 
transporte de glucosa a las células es la isoforma 1 (IRS-1). A continuación, el IRS-1 
fosforilado se une a la enzima PI3K y la activa mediante otra fosforilación. Las PI3Ks, son 
heterodímeros formados por una subunidad reguladora (p85), que permite su unión a las 
proteínas IRS-1, y de una subunidad catalítica (p110). La interacción entre p85/IRS-1 resulta 
en la activación de la subunidad p110 y en consecuencia, dicha subunidad p110 tiene acceso a 
su sustrato fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), el cual es fosforilado en la posición 3 del 
inositol, generando fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3), que sirve como sitio de unión 
para quinasas de Serina (Ser) como PDK1 (quinasa dependiente de fosfoinositidos-1) y Akt 
(Figura. 8). En el caso de la quinasa Akt, después de su reclutamiento a la membrana 
plasmática ésta es fosforilada en dos residuos, la Ser473 y la Thr308, lo que resulta en su 
activación (McCarthy and Elmendorf 2007). En la mayoría de los tejidos la activación de la 
enzima Akt media, a través de la fosforilación de una lista de diferentes sustratos, varios de 
los efectos de la insulina como la disminución de apoptosis, el aumento de la síntesis de 
glucógeno, de proteínas, de la adipogénesis y de la absorción de glucosa mediante la 
translocación de los transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT-4) a la membrana plasmática 
(Figura 8). En cambio, en el endotelio vascular, la activación de Akt da lugar a la activación 
de la enzima óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), mediante fosforilación en el residuo 
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Ser1177, induciendo así un aumento de la producción de NO en cuestión de minutos (Zeng, 
Nystrom et al. 2000, Montagnani, Chen et al. 2001) (Figura 10). 
 
Figura 8. Activación de la vía de la PI3K/Akt por la insulina. Esta vía representa el principal 
mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo. Estos efectos se llevan a 
cabo, en su mayoría, en el músculo esquelético, tejido adiposo e hígado. Imagen adaptada de (Reyes 
and Plancarte 2008). 
 
- Vía MAPK: Tras la unión del ligando a las subunidades α del IR, la fosforilación en el 
residuo Tyr972 del dominio citoplasmático del IR promueve el anclaje de la proteína Shc, la 
cual se une al complejo Grb2/SOS; SOS es un factor recambiador de nucleótidos de guanina 
capaz de activar a la proteína RAS. La activación de RAS, hace que se una y active a RAF-1, 
que fosforila y activa a MEK que, en última instancia, fosforila y activa a MAPK (Reusch, 
Bhuripanyo et al. 1995, Nystrom and Quon 1999). En los tejidos insulino-dependientes esta 
vía, no participa en la regulación del transporte de glucosa, sino que está involucrada en la 
regulación de la expresión de genes implicados en el crecimiento y la diferenciación celular. 
  Introducción 
41 
 
Sin embargo, en las células del endotelio vascular induce la producción de ET-1 (Figura 9) 
(Avruch 1998). 
 
Figura 9. Activación de la vía de la MAPK por la insulina. La vía de señalización de la insulina 
MAPK generalmente regula el crecimiento y la mitogénesis y controla la secreción de ET-1 en el 
endotelio vascular. Imagen adaptada de (Reyes and Plancarte 2008). 
 
3.3 Acciones de la insulina 
3.3.1 Metabólicas 
La principal función de la insulina es la de mantener la concentración de glucosa en sangre en un 
rango entre 80-105 mg/dl favoreciendo la entrada y el almacenamiento de este nutriente en el 
hígado, el músculo esquelético y el tejido adiposo.  
En el hígado la insulina estimula el almacenamiento de glucosa mediante la activación de la 
enzima glucógeno sintetasa que induce la síntesis de glucógeno como reserva energética, e inhibe la 
enzima glucógeno fosforilasa, evitando así la glucogenolisis (Cheatham and Kahn 1995, 
Carnagarin, Dharmarajan et al. 2015). 
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En el tejido adiposo y el músculo esquelético la insulina estimula la captación de glucosa 
extracelular mediante la activación de la vía de la PI3K/Akt que, en última estancia, modula el 
número de transportadores GLUT-4 en la membrana celular mediante su translocación desde las 
vesículas intracelulares (Bogan and Kandror 2010).  
Existen tres isoformas de Akt (Akt1-3), de las cuales, la isoforma 2 (Akt-2) parece ser la 
responsable de la incorporación de glucosa mediada por la insulina. 
En los adipocitos, la insulina estimula, además, la captación de ácidos grasos libres para la 
síntesis de triglicéridos e inhibe la β-oxidación de ácidos grasos para obtener energía y la formación 
de cuerpos cetónicos (Cheatham and Kahn 1995).  
En el músculo esquelético la insulina estimula la captación de aminoácidos y la síntesis de 
proteínas e inhibe su catabolismo (Cheatham and Kahn 1995). 
Aunque la insulina se considera una hormona reguladora de la homeostasis de la glucosa, 
actualmente se sabe que tiene un papel pleiotrópico mucho más amplio ya que además de los 
procesos celulares descritos anteriormente, regula la síntesis de ADN y ARN, así como el 
crecimiento y la diferenciación celular, lo que le hace ser una hormona fundamental en los procesos 
de reproducción y supervivencia (White 2015). 
 
3.3.2 Cardiovasculares 
3.3.2.1 Acciones de la insulina en los vasos 
3.3.2.1.1 Producción de NO y ET-1 en el endotelio 
En el endotelio vascular la insulina induce la activación de la eNOS mediante su fosforilación y 
de forma independiente a los movimientos de Ca2+ intracelulares (Takahashi and Mendelsohn 
2003). Tal y como detallamos con anterioridad, esta vía requiere la activación del IR cuyo dominio 
intracelular con actividad tirosin quinasa, fosforila su propio sustrato, IRS-1, que a su vez produce 
la fosforilación de la subunidad reguladora (p85) de la enzima PI3K. Tras la fosforilación, p85 se 
une a IRS, induciendo la activación de la subunidad catalítica (p110) de PI3K, la cual fosforila el 
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PIP2, que se encuentra formando parte de la bicapa lipídica de la membrana celular, 
transformándolo en PIP3 y DAG (Cantley 2002). A continuación, el PIP3 se une a PDK-1 
fosforilándola y ésta, a su vez, produce la fosforilación de la Akt (Alessi, James et al. 1997), la cual 
tiene actividad serin-treonin quinasa. Finalmente, Akt fosforila a la eNOS en el residuo de Ser1177 
activándola, de forma que se induce la síntesis de NO por parte de las células endoteliales. Por el 
contrario, cuando Akt fosforila a la eNOS en la posición Thr495, se produce la inhibición de la 
enzima (Mount, Kemp et al. 2007). En esta cascada de señalización, una proteína que juega un 
papel fundamental es la proteína heat shock 90 (HSP90). La asociación de esta proteína con la 
eNOS es indispensable para la producción de NO, ya que a pesar de que esta activación es 
independiente del Ca2+, la eNOS necesita unirse a la proteína reguladora calmodulina (CaM), lo que 
requiere la actuación de HSP90 (Fleming and Busse 2003). Se cree que el mecanismo de acción es 
mediante la formación de un complejo ternario eNOS-HSP90-Akt que en última instancia induciría 
la fosforilación de eNOS en la Ser1177 (Fleming and Busse 2003, Takahashi and Mendelsohn 2003) 
(Figura 10).  
 
Figura 10. Vías de transducción de la señal de insulina. Imagen adaptada de (Muniyappa, 
Montagnani et al. 2007). 
  Introducción 
44 
 
Estudios recientes en células endoteliales de aorta bovina (BAEC) y de arterias mesentéricas han 
demostrado que la insulina también estimula la síntesis y secreción de ET-1 a través de la activación 
de la vía de señalización MAPK (Formoso, Chen et al. 2006) (Figura 9). Igualmente, la activación 
de esta vía promueve los efectos de la insulina sobre la expresión de las moléculas de adhesión 
celular vascular (VCAM-1) y E-selectina, las cuales juegan un papel primordial en la modulación 
de las interacciones célula-célula entre las células inflamatorias circulantes y el endotelio vascular 
(Montagnani, Ravichandran et al. 2002).  
 
3.3.2.1.2 Efectos de la insulina en las CMLV 
En la vasculatura la mayor parte del NO biodisponible se origina principalmente en el endotelio. 
El NO derivado del endotelio difunde hacia las CMLV donde activa la guanilato ciclasa para 
aumentar los niveles de GMPc que producen la vasodilatación. Sin embargo, se ha descrito que las 
CMLV también expresan eNOS, NOS inducible (iNOS), y NOS neuronal (nNOS) (Begum, Ragolia 
et al. 1998, Boulanger, Heymes et al. 1998, Trovati, Massucco et al. 1999, Brophy, Knoepp et al. 
2000), lo que plantea la posibilidad de que la producción de NO en las CMLV pueda actuar de 
manera autocrina y contribuir a la regulación del tono vascular.  
Las CMLV expresan IR (Chisalita and Arnqvist 2005) y la unión de la insulina aumenta la 
actividad NOS (eNOS e iNOS) y la producción de GMP dependiente de NO en estas células 
(Trovati, Massucco et al. 1995, Begum, Ragolia et al. 1998, Trovati, Massucco et al. 1999, 
Bergandi, Silvagno et al. 2003). Concentraciones fisiológicas de insulina estimulan la 
autofosforilación del IR en las CMLV y dan como resultado un rápido aumento de los niveles de 
GMPc y la consecuente activación de la eNOS (Trovati, Massucco et al. 1995, Kahn, Husid et al. 
1997, Trovati, Massucco et al. 1999, Johansson and Arnqvist 2006). Estos efectos son bloqueados 
tanto por la Genisteína (inhibidor de la tirosin quinasa) como por la Wortmanina (inhibidor de la 
PI3K), lo que sugiere que la tirosin quinasa de las subunidades β del IR y la posterior activación de 
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la PI3K son necesarias para la regulación de la NOS en respuesta a la insulina en las CMLV 
(Trovati, Massucco et al. 1995, Begum, Ragolia et al. 1998). 
Además de sus efectos sobre la producción de NO, la insulina disminuye la contractilidad de las 
CMLVs actuando sobre los niveles de Ca2+ citosólico a través de canales de Ca2+ voltaje-
dependientes y modulando la actividad de las fosfatasas de la cadena ligera de miosina (Standley, 
Zhang et al. 1991, Kahn, Seidel et al. 1993, Saito, Hori et al. 1993) a través de las enzimas Rho 
quinasa (RhoK) y PKC (Begum, Duddy et al. 2000).  
Sobre los canales de Ca2+ se ha descrito que el tratamiento de las CMLV con insulina provoca 
una disminución en los niveles de Ca2+ intracelular al inhibir su entrada y estimular su salida de las 
células (Standley, Zhang et al. 1991, Muniyappa, Walsh et al. 1997). Este proceso se lleva a cabo 
mediante una hiperpolarización de la membrana (Berweck, Thieme et al. 1993) a través de la 
estimulación de bombas de Na+ (Tirupattur, Ram et al. 1993) y canales K+ dependientes de Ca2+ 
(Wiecha, Reineker et al. 1998), que tienden a reducir el flujo de Ca2+ a través canales voltaje-
dependientes (Berweck, Thieme et al. 1993, Tirupattur, Ram et al. 1993, Wiecha, Reineker et al. 
1998). La insulina también ejerce esta acción activando las bombas de Ca2+ de la membrana 
plasmática y del retículo sarcoplásmico, disminuyendo así las concentraciones de Ca2+ 
citoplasmáticas (Kim and Zemel 1993). Los efectos de la insulina sobre el Ca2+ intracelular en las 
CMLV son atenuados tanto por inhibidores de la tirosin quinasa (Genisteína y Tiofosfina A-23) 
(Touyz and Schiffrin 1996), como por inhibidores de la enzima NOS (Kahn, Husid et al. 1997), por 
lo que la activación de la vía PI3K/Akt/NOS parece estar implicada en la disminución de los niveles 
de Ca2+ intracelular en respuesta a la insulina, dando lugar a una disminución del tono vascular. 
 
3.3.2.2 Acciones de la insulina en el corazón 
La insulina ejerce efectos directos sobre los cardiomiocitos y sobre las arterias coronarias. En los 
cardiomiocitos regula el metabolismo cardiaco modulando el transporte de glucosa, la glucolisis, la 
síntesis de glucógeno, el metabolismo lipídico, la síntesis proteica, el crecimiento, la contractilidad 
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y la apoptosis (Abel, Litwin et al. 2008) y a nivel coronario ejerce efectos vasodilatadores 
aumentando la perfusión del miocardio (McNulty, Pfau et al. 2000, Sundell, Laine et al. 2002).  
En el corazón aproximadamente un 70% de la energía requerida para la producción de ATP 
procede de la oxidación de los ácidos grasos y el 30 % restante procede de las rutas metabólicas de 
la glucosa y el lactato. Además de la captación basal de glucosa cardiaca mediada por el 
transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1), la insulina estimula la captación de glucosa en los 
cardiomiocitos aumentando la translocación del transportador de glucosa GLUT-4 a la membrana 
plasmática (Abel 2004) y lo hace mediante la activación de la vía PI3K/Akt, estimulando también 
así la acumulación de glucógeno y la inhibición simultánea de la glucogenolisis (Ouwens, Boer et 
al. 2005).  
Por otro lado, la insulina aumenta la contractilidad cardíaca tanto in vivo como en el músculo 
cardíaco aislado (Maier, Aulbach et al. 1999, Abel 2004, von Lewinski, Bruns et al. 2005), efecto 
que está mediado por el movimiento transmembrana de Ca2+ extracelular a través de la activación 
de canales de Ca2+ tipo L y del intercambio inverso de Na+/Ca2+. Este flujo de Ca2+ hacia el 
citoplasma, estimula la liberación adicional de Ca2+ del retículo sarcoplásmico a través de 
receptores de rianodina, lo que da lugar a la activación y contracción de los miofilamentos 
(Muniyappa, Montagnani et al. 2007). Se ha descrito que los inhibidores de la vía PI3K 
(Wortmanina o LY294002) inhiben las acciones inotrópicas de la insulina (Maier, Aulbach et al. 
1999, McDowell, McCall et al. 2004, von Lewinski, Bruns et al. 2005). Sin embargo, la 
sobreexpresión de Akt en los cardiomiocitos se asocia con el aumento del Ca2+ citoplasmático 
debido a una mayor entrada de este ion a través de los canales de Ca2+ tipo L y su liberación desde 
el retículo sarcoplásmico (Latronico, Costinean et al. 2004, Rota, Boni et al. 2005). Si esta 
sobreexpresión de Akt es crónica deriva en fallo cardiaco (Latronico, Costinean et al. 2004, Rota, 
Boni et al. 2005). 
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Además de sus efectos sobre la contractilidad, la insulina estimula la producción de NO en los 
cardiomiocitos a través de la vía PI3K/Akt/eNOS (Gao, Gao et al. 2002), lo que podría contribuir a 
los efectos inotrópicos de la insulina (Ren, Sowers et al. 1999).  
 
3.4 Resistencia cardiovascular a la insulina 
La resistencia a la insulina se define como una disminución de la sensibilidad y/o respuesta a las 
acciones de la insulina (Wilcox 2005). Las causas de esta alteración podrían deberse tanto a 
componentes genéticos como a factores adquiridos, como son la obesidad o el estilo de vida 
sedentario que, a menudo, preceden a las alteraciones en la tolerancia a la glucosa (DeFronzo and 
Ferrannini 1991). La resistencia a la insulina es una característica distintiva importante de 
desórdenes metabólicos como la diabetes mellitus tipo 2 (Macdonald 2016), la obesidad (Despres 
1992), y las dislipidemias (Jung and Choi 2014), y constituye además un componente importante en 
algunas ECV como la hipertensión (Grinnan, Farr et al. 2016), la enfermedad arterial coronaria 
(Syed Ikmal, Zaman Huri et al. 2013), la aterosclerosis (Toth 2014) o las alteraciones 
cardiovasculares asociadas al envejecimiento (Li, Xiong et al. 2009). Todas estas condiciones se 
caracterizan por la existencia de disfunción endotelial, por lo que la disfunción endotelial 
frecuentemente coexiste con la resistencia a insulina, y los factores causales compartidos 
interactúan a múltiples niveles, generando relaciones recíprocas entre ambos procesos (Kim, 
Montagnani et al. 2006).  
La resistencia a la insulina se asocia con un incremento compensador en la secreción de insulina 
(hiperinsulinemia) por parte de las células β del páncreas (Shafrir, Ziv et al. 1999). Cuando la 
secreción de insulina no es capaz de compensar la resistencia que se opone a las acciones de la 
hormona, se altera la utilización y el almacenamiento de los hidratos de carbono, proteínas y lípidos 
y se produce hiperglucemia (Kahn, Allen et al. 1994).  
La resistencia a la insulina no sólo se produce en los tejidos insulino-dependientes como el tejido 
adiposo o el músculo esquelético sino que también afecta al sistema cardiovascular. La resistencia 
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vascular a la insulina se caracteriza por la alteración específica de la activación de la vía de 
señalización dependiente de la PI3K, mientras que la activación de la vía de la MAPK permanece 
inalterada (Jiang, Lin et al. 1999, Cusi, Maezono et al. 2000). Las implicaciones fisiopatológicas de 
esta alteración selectiva son un desequilibrio entre las acciones vasodilatadoras de la insulina 
dependientes de la vía PI3K (deprimidas) y las dependientes de la MAPK (no afectadas), 
favoreciéndose de este modo las acciones prohipertensivas mediadas por la vía MAPK a través de 
sus acciones proliferativas y de un aumento en la expresión de moléculas de adhesión y ET-1 
(Montagnani, Ravichandran et al. 2002, Potenza, Marasciulo et al. 2005).  
Como se ha descrito en apartados anteriores, la activación de la eNOS y la producción de NO en 
respuesta a la insulina requieren la activación de la vía IR/IRS-1/PI3K/Akt. Los pasos de la vía por 
encima de la activación de Akt, se solapan con las vías que median la captación de glucosa 
estimulada por la insulina en los tejidos diana donde la hormona ejerce sus efectos metabólicos 
(Saltiel and Kahn 2001). La notable similitud entre la vía de señalización metabólica de la insulina, 
relacionada con la captación de glucosa, y la vía de señalización de la insulina relacionada con la 
vasodilatación, explica el deterioro paralelo de la translocación del transportador de glucosa GLUT-
4 a nivel muscular y del tejido adiposo, y el deterioro en la producción endotelial de NO en la 
vasculatura, bajo condiciones de resistencia a la insulina (Kim, Koh et al. 2005) (Figura 11). 
Una consecuencia fisiopatológica directa de la disminución en la producción de NO en 
situaciones de resistencia a la insulina, es la disminución en el reclutamiento capilar (Clark, Wallis 
et al. 2003) que desencadena una disminución en la perfusión capilar, lo que reduce la superficie 
disponible para el intercambio de nutrientes derivando en una menor captación de glucosa en el 
músculo esquelético (Clark, Wallis et al. 2003). Además, el transporte transendotelial de insulina es 
un factor limitante para la captación de glucosa dependiente de la insulina en el músculo (Yang, 
Hope et al. 1989, Miles, Levisetti et al. 1995), por lo que la disminución en el reclutamiento capilar 
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en situaciones de resistencia a la insulina podría, no sólo reducir la captación de glucosa, sino 
también deteriorar el propio transporte transendotelial de la insulina hacia músculo (Clark 2008). 
Los mecanismos moleculares por los cuales la resistencia a la insulina, la hiperinsulinemia, los 
elevados niveles de glucosa, la hipertrigliceridemia y la inflamación inducen disfunción endotelial, 
están interconectados y solapados, por lo que resulta complicado separarlos (Musicki and Burnett 
2007). La inflamación, la glucotoxicidad y la lipotoxicidad en estados dismetabólicos median la 
resistencia a la insulina y la disfunción endotelial a través de múltiples mecanismos (Figura 11). 
 
Figura 11. Los mecanismos compartidos y de interacción de la glucotoxicidad, la lipotoxicidad y la 
inflamación hacen que las relaciones recíprocas entre la resistencia a la insulina y la disfunción 
endotelial contribuyan al vínculo entre las enfermedades metabólicas y cardiovasculares. Imagen 
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3.4.1 Mecanismos implicados en la resistencia cardiovascular a la insulina 
3.4.1.1 Glucotoxicidad 
El control glucémico a largo plazo es un indicador importante de las enfermedades micro y 
macrovasculares (Haffner 1998). La hiperglucemia altera las acciones metabólicas y vasculares de 
la insulina por múltiples mecanismos bioquímicos y celulares (Brownlee 2005). Estos incluyen 
estrés oxidativo elevado, formación de compuestos de glucosilación avanzada (AGEs) y activación 
de DAG y PKC. 
- Estrés oxidativo: La hiperglucemia aumenta la producción de ROS. En las células 
endoteliales expuestas a altas concentraciones de glucosa, la activación en respuesta a la 
insulina de Akt y eNOS se reduce significativamente (Du, Edelstein et al. 2001, Schnyder, 
Pittet et al. 2002). Además de disminuir la activación de las vías de señalización de la 
insulina, las ROS disminuyen la biodisponibilidad de NO, reducen los niveles de 
tetrahidrobiopterina (BH4) celular y promueven la generación de O2
- por la eNOS. Las ROS 
activan además a las PKC-α, PKC-β, y PKC-δ, lo que conduce a la disminución de la 
expresión de eNOS y el aumento de la expresión de ET-1, del factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF) y del TGF-β1 en células endoteliales (Brownlee 2005). 
- AGEs: Los AGEs son proteínas o lípidos que se glucosilan y oxidan tras el contacto con el 
monosacárido aldosa sin necesidad de ninguna enzima (Schmidt, Hori et al. 1994, Goldin, 
Beckman et al. 2006). El aumento de la formación de AGEs asociado a la hiperglucemia y al 
estrés oxidativo inhibe tanto las acciones vasculares como metabólicas de la insulina 
(Nishikawa, Edelstein et al. 2000). En humanos inhiben la fosforilación de la tirosina de IRS-
1 e IRS-2 estimulada por insulina conduciendo a una inhibición de la activación de PI3K y 
Akt (Miele, Riboulet et al. 2003). En las células endoteliales, los AGEs disminuyen la 
biodisponibilidad de NO y la expresión de la eNOS acelerando la degradación del ARNm de 
la eNOS (Bucala, Tracey et al. 1991, Rojas, Romay et al. 2000) y aumentan la expresión de 
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ET-1 a través de la activación del NF-κB (Quehenberger, Bierhaus et al. 2000). Por lo tanto, 
los AGEs alteran el equilibrio entre NO y ET-1 favoreciendo la vasoconstricción y la 
disfunción endotelial.  
En los cardiomiocitos, el aumento de AGE, el estrés oxidativo y la activación de la PKC tienen 
efectos negativos sobre la función cardiaca, al prolongar los potenciales de acción, reducir la 
cinética de relajación y alterar la sensibilidad al Ca2+ de los miofilamentos a través de cambios en la 
expresión y función de varios canales iónicos, receptores (receptor de rianodina, receptor               
β-adrenérgico) y bombas de iones (SERCA, bomba de sodio) (Davidoff 2006, Poornima, Parikh et 
al. 2006). Estas alteraciones tienen como consecuencia un endurecimiento ventricular y una 




Los estados de resistencia a la insulina se acompañan de niveles elevados de ácidos grasos libres 
o ácidos grasos no-esterificados (NEFAs) en la circulación sanguínea (Wan, Yang et al. 2009). La 
exposición de la vasculatura, el miocardio y el músculo esquelético a altos niveles de NEFAs inicia 
múltiples procesos celulares que incluyen, estrés oxidativo (Inoguchi, Li et al. 2000), alteraciones 
en el SRA local (Watanabe, Tagawa et al. 2005) y aumento de la sensibilidad adrenérgica en las 
CMLV (Stepniakowski, Goodfriend et al. 1995), lo que contribuye al desarrollo de la resistencia a 
insulina (Roden, Price et al. 1996, Wang, Zhang et al. 2006). 
La infusión de NEFAs en humanos deteriora la captación de glucosa en respuesta a la insulina, 
así como la vasodilatación dependiente de NO (Steinberg and Baron 2002) a través de una 
disminución de la actividad de PI3K, PDK1, Akt y eNOS en respuesta a la insulina (Wang, Zhang 
et al. 2006).  
Además la exposición a NEFAs aumenta los niveles celulares de diacilgliceroles, ceramida, y 
grasa de cadena larga acil Coenzima A (acil-CoA). Estos metabolitos lipídicos activan las serin 
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quinasas tales como la PKC y la quinasa inhibidora kB (IKKβ), que regulan la activación del factor 
nuclear NF-κB, un factor de transcripción asociado con la inflamación (Itani, Ruderman et al. 2002) 
que a su vez activa la producción de otras citoquinas proinflamatorias como el TNF-α y la IL-6 
(Ajuwon and Spurlock 2005). El TNF-α activa la producción de IKKβ y de JNK (quinasa c-Jun N-
terminal), citoquinas inflamatorias que juegan un papel primordial en el desarrollo de la resistencia 
a insulina (Hirosumi, Tuncman et al. 2002). Igualmente, la activación de las isoformas PKCβ1 y -β2 
da como resultado una mayor fosforilación de la Ser307 del IRS-1 produciendo a una menor 
activación de Akt y eNOS tras la estimulación con insulina (Naruse, Rask-Madsen et al. 2006).  
Por último en los cardiomiocitos el tratamiento con NEFA se asocia con una menor activación de 
PI3K/Akt, lo que resulta en una disminución de la captación de glucosa estimulada por insulina 
(Davidoff 2006), de la activación de la eNOS y de la función contráctil (Ouwens, Boer et al. 2005). 
 
3.4.1.3 Inflamación  
La resistencia a la insulina y la disfunción endotelial son estados patológicos que se caracterizan 
por un aumento de mediadores proinflamatorios (Fernández-Real and Ricart 2003). El tejido 
adiposo (y los macrófagos residentes infiltrados) secreta una gran cantidad de hormonas peptídicas 
que incluyen leptina, adiponectina, y citoquinas como el TNF-α, la IL-6, la resistina, el 
angiotensinógeno o el inhibidor tipo 1 del activador del plasminógeno (PAI-1) que juegan un papel 
crucial en la homeostasis metabólica y vascular (Fernández-Real and Ricart 2003, Berg and Scherer 
2005). 
El TNF-α estimula, a su vez, la expresión de otras proteínas inflamatorias como la PRC o la    
IL-6. La PRC disminuye la producción de NO en respuesta a la insulina en células endoteliales a 
través de mecanismos que implican fosforilación de IRS-1 en Ser307 (Xu, Morita et al. 2007) y la 
disminución de la expresión de eNOS (Venugopal, Devaraj et al. 2002). Además, la PRC aumenta, 
simultáneamente, la producción de ET-1, la expresión del receptor de angiotensina tipo 1 (AT1) 
(Wang, Li et al. 2003), la expresión de VCAM, E-Selectina y la proteína quimio-atrayente 
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monocítica-1 (MCP-1) en el endotelio vascular (Pasceri, Willerson et al. 2000) y, en consecuencia, 
el riesgo de ECV (Jialal, Devaraj et al. 2004).  
 
3.5  Efectos del envejecimiento sobre la sensibilidad a la insulina  
La tolerancia a la glucosa se reduce a menudo en los ancianos, y su disminución parece ser 
progresiva con la edad (Davidson 1979). Esto se debe a una pérdida en la capacidad de mantener la 
homeostasis de la glucosa debido, principalmente, a una disminución en la sensibilidad de los 
tejidos a la insulina, lo que promueve el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (Reaven 2004). Por el 
contrario, la alta sensibilidad a la insulina está relacionada con la longevidad (Wijsman, Rozing et 
al. 2011).  
La resistencia a la insulina asociada al envejecimiento puede deberse a múltiples factores entre 
los que se encuentran las modificaciones en la composición corporal, la disminución de la actividad 
física, cambios en otras hormonas como la hormona del crecimiento, factores de crecimiento 
similares a la insulina, esteroides sexuales o leptina, y la gluco- y lipotoxicidad producidas por las 
elevaciones mantenidas de los niveles circulantes de glucosa y NEFAs (Møller, Gormsen et al. 
2003).  
Numerosos estudios han puesto de manifiesto que el envejecimiento cursa con resistencia a la 
insulina en tejidos insulino-dependientes como el tejido adiposo blanco (Escriva, Agote et al. 1997, 
Escrivá, Gavete et al. 2007, Serrano, Villar et al. 2009) o el músculo esquelético (De Solís, 
Fernández-Agulló et al. 2012), en cambio, la sensibilidad cardiovascular a la insulina en el 
envejecimiento ha sido mucho menos estudiada. 
Como se ha mencionado previamente, en condiciones fisiológicas la insulina ejerce importantes 
acciones sobre el sistema cardiovascular (Muniyappa, Montagnani et al. 2007), induciendo un 
aumento de la contractilidad en el miocardio (Baron 1994, Brownsey, Boone et al. 1997, von 
Lewinski, Bruns et al. 2005, Zhang, Li et al. 2007), estimulando el reclutamiento capilar (Segal 
2005) y ejerciendo un efecto vasodilatador directo en las arterias mediante la producción de NO en 
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el endotelio (Vincent, Barrett et al. 2003, Andreozzi, Laratta et al. 2007). La resistencia 
cardiovascular a la insulina en el envejecimiento se asocia, por tanto, con una disminución en la 
contractilidad cardiaca (Li, Xiong et al. 2009) debido, al menos en parte, a una disminución de la 
captación de glucosa por parte de los cardiomiocitos lo que, a largo plazo, induce fibrosis e 
hipertrofia cardíaca (Huggins, Domenighetti et al. 2008). Además, el envejecimiento cursa también 
con resistencia vascular a la insulina lo que, por un lado, aumenta la producción de ET-1 y la 
expresión de moléculas de adhesión del tipo VCAM en el endotelio y, por otro, disminuye la 
liberación de NO (Muniyappa, Montagnani et al. 2007), lo que contribuye a los procesos de rigidez 
vascular y disfunción endotelial (Figura 12). 
Por estos motivos, las modificaciones en los niveles de insulina y/o en su respuesta en el 
envejecimiento podrían ser una de las causas de las alteraciones cardiovasculares asociadas a esta 
condición. 
 
Figura 12. Acciones de la insulina en el sistema cardiovascular. Azul: Efectos de la insulina en 
condiciones fisiológicas; Rojo: Efectos de la insulina en situación de resistencia a la insulina. 
Imagen adaptada de (Muniyappa, Montagnani et al. 2007) y de (Rask-Madsen and Kahn 2012).  
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4. RESTRICCIÓN CALÓRICA Y ENVEJECIMIENTO 
Dado que el envejecimiento no es una enfermedad el enfoque de este proceso fisiológico en 
términos de tratamiento no es adecuado. Por este motivo, se ha propuesto que en el envejecimiento 
el uso de estrategias preventivas como los hábitos de vida saludable son más beneficiosos que los 
tratamientos orientados a enfermedades (Rattan 2014).  
La restricción calórica (RC) es, actualmente, una de las intervenciones más eficaces para retrasar 
la progresión del envejecimiento y el desarrollo de enfermedades crónicas relacionadas con la edad 
(Masoro 2000, López-Lluch and Navas 2016). La RC se define como una reducción en el consumo 
de energía a niveles normales-bajos, manteniendo la ingesta de proteínas y micronutrientes en 
niveles adecuados para evitar la desnutrición (Weiss and Fontana 2011).  
Recientemente se han publicado los resultados derivados de estudios de 20 años de duración que 
demuestran que las enfermedades relacionadas con la edad, incluyendo la diabetes, las ECV y el 
cáncer, son retrasadas o prevenidas por la RC (Colman, Anderson et al. 2009). 
El efecto de la RC sobre la longevidad se postuló en la teoría del envejecimiento propuesta por 
David Sinclair (Sinclair 2005), que describió que la RC no es un efecto simple y pasivo sino una 
respuesta de estrés activa y altamente conservada que aumenta la probabilidad de que el organismo 
sobreviva a la adversidad mediante mecanismos de reparación y modulación del metabolismo. Esta 
teoría ha sido reforzada por la hipótesis de “Hormesis de la RC", que sugiere que la inducción de un 
estrés leve provoca respuestas adaptativas en las células y los órganos, que previenen, al menos en 
parte, los daños inducidos por un estrés mayor (Hipkiss 2007, Martins, Galluzzi et al. 2011, 
Stankovic, Mladenovic et al. 2013).  
Diversos estudios han demostrado que la RC prolonga la vida (Fontana, Meyer et al. 2004), a 
través de una disminución en la inflamación (Guo, Mitchell-Raymundo et al. 2002) y el estrés 
oxidativo (Sohal and Weindruch 1996), tal y como reflejan las concentraciones disminuidas de 
diferentes citoquinas proinflamatorias y la disminución en la producción de O2
−, tanto en animales 
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de experimentación como en seres humanos (Fernández-Galaz, Fernández-Agulló et al. 2002, 
Ungvari, Parrado-Fernandez et al. 2008). Por lo tanto, las propiedades antioxidantes y 
antiinflamatorias de la RC hacen que esta intervención nutricional sea una alternativa interesante y 
prometedora para prevenir y controlar algunas de las enfermedades asociadas a la edad.  
Además, estudios realizados en macacos Rhesus (Anderson and Weindruch 2012), han 
demostrado que la reducción del peso y la adiposidad inducidas por la RC se asocian con una 
mejora de la sensibilidad a la insulina (Kemnitz, Roecker et al. 1994, Colman, Ramsey et al. 1999) 
debido a una disminución en los niveles de PRC, triglicéridos y colesterol LDL, lo que se traduce 
en una mejora en el perfil cardiovascular (Edwards, Rudel et al. 1998). Por último, se ha 
demostrado también que la RC atenúa la pérdida de masa muscular asociada a la edad (sarcopenia) 
(McKiernan, Colman et al. 2011).  
 
4.1 Restricción calórica y resistencia a la insulina 
El aumento de la adiposidad asociado con el envejecimiento es una de las principales causas 
asociadas al desarrollo de la resistencia a la insulina ya que la reducción de la adiposidad mediante 
RC mejora la resistencia a la insulina y la inflamación asociadas a la edad (Gabriely, Ma et al. 2002, 
Escrivá, Gavete et al. 2007, Horrillo, Sierra et al. 2011). 
La RC mejora algunos de los parámetros del síndrome metabólico (Verdery and Walford 1998, 
Walford, Mock et al. 2002) como la presión arterial, los triglicéridos circulantes, el colesterol LDL, 
la glucosa, la insulina y los niveles de varios marcadores inflamatorios tanto en modelos animales 
como en seres humanos (Delahanty and Nathan 2008, Takahashi, Masuda et al. 2011). Además, a 
largo plazo la RC conduce a una mejora de la homeostasis de la glucosa en los seres humanos 
(Volek, Fernandez et al. 2008) y en las ratas (Masoro, McCarter et al. 1992), lo que resulta en la 
disminución de la glucemia y la hiperinsulinemia. Este efecto parece estar relacionado, al menos en 
parte, con los niveles de la hormona adiponectina.  
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La adiponectina es una hormona con efectos antidiabéticos y antiaterogénicos que se sintetiza 
exclusivamente en el tejido adiposo y que actúa sobre el metabolismo de la glucosa y los lípidos 
(Akingbemi 2013, Koch, Lowe et al. 2014). En situaciones de resistencia a la insulina, se ha 
observado una baja concentración sérica de adiponectina (Chandran, Phillips et al. 2003), mientras 
que tras la RC los niveles séricos de esta hormona aumentan (Combs, Berg et al. 2003), lo que se 
asocia con una mejora en el perfil glucémico y lipídico (Tschritter, Fritsche et al. 2003). 
La mejora en la sensibilidad a la insulina en respuesta a la RC está mediada por un aumento 
tanto de la expresión génica de GLUT-4 como de su translocación a la membrana plasmática en el 
tejido adiposo (Zanquetta, Seraphim et al. 2003, Park, Choi et al. 2005). Sin embargo, este efecto no 
se observa en el músculo esquelético (Park, Choi et al. 2005) donde el mecanismo por el cual se 
produce la mejora de la sensibilidad a la insulina (Sequea, Sharma et al. 2012) hoy en día es 
objetivo de estudio, aunque está relacionado con un aumento en la fosforilación mediada por 
insulina en los principales sitios reguladores de Akt (McCurdy and Cartee 2005). 
 
4.2 Efectos de la restricción calórica en el sistema cardiovascular  
Como se ha mencionado anteriormente, el envejecimiento cursa con alteraciones 
cardiovasculares tanto a nivel cardíaco como a nivel vascular. Sin embargo, algunos individuos 
alcanzan una edad avanzada sin padecer ninguna de estas alteraciones, mientras que otros presentan 
estas manifestaciones a una edad muy temprana (Coppedè 2012, Niccoli and Partridge 2012). Por 
este motivo, se ha postulado que los individuos que están libres de estos síntomas en la vejez es 
probable que hayan estado expuestos a menos factores de riesgo genéticos y ambientales que 
aquellos que sí los presentan (Niccoli and Partridge 2012).  
Durante muchos años, se han investigado los factores de riesgo ambiental de las ECV asociadas 
al envejecimiento y se han identificado como factores protectores estilos de vida saludables tales 
como una alimentación adecuada y la práctica de ejercicio físico (Haveman-Nies, de Groot et al. 
2003, Allen and Morelli 2011).  
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La RC tiene efectos beneficiosos sobre el sistema cardiovascular (Dolinsky and Dyck 2011) 
entre los que se encuentra un aumento de la resistencia al estrés oxidativo (Rippe, Lesniewski et al. 
2010), la reducción de la producción de ROS por las mitocondrias cardíacas (Gredilla, Sanz et al. 
2001), la reducción de la inflamación (Castello, Froio et al. 2010) y la prevención de la apoptosis de 
los cardiomiocitos (Lee, Allison et al. 2002). La reducción del estrés oxidativo y el aumento de la 
actividad y/o la expresión de la eNOS, así como de la biodisponibilidad del NO, desempeñan un 
papel importante en la disminución de la presión arterial inducida por la RC (Sharifi, Mohseni et al. 
2008). Como se ha mencionado anteriormente, el NO no sólo regula el tono vascular mediando la 
vasodilatación dependiente del endotelio, sino que también posee propiedades antioxidantes, 
antiproliferativas y antiinflamatorias (Chatterjee, Black et al. 2008). Además, el NO inhibe la 
agregación plaquetaria, la adhesión de células inflamatorias al endotelio y la proliferación de 
CMLV, por lo que podría desempeñar un papel importante en la inhibición del proceso 
aterosclerótico y en la preservación de la función endotelial en respuesta a la RC.  
En este sentido, la RC resulta una estrategia útil para disminuir los niveles de presión arterial, 
colesterol LDL, glucosa e insulina, y aumentar los de colesterol ligado a lipoproteínas de alta 
densidad (HDL) tanto en modelos animales (Gresl, Colman et al. 2001, Shinmura, Tamaki et al. 
2005) como en los seres humanos (Walford, Harris et al. 1992, Fontana, Meyer et al. 2004).  
Además de sus efectos beneficiosos en la reducción del riesgo cardiovascular, la RC a corto 
plazo (30-40% de restricción durante 4-5 semanas) mejora la recuperación de la función cardíaca 
post-isquémica tanto en animales jóvenes (Shinmura, Tamaki et al. 2007, Sung, Soltys et al. 2011) 
como de avanzada edad (Shinmura, Tamaki et al. 2005) y aumenta las tasas de oxidación de la 
glucosa en el miocardio aumentando los niveles de ATP al final de la reperfusión, lo que contribuye 
a la recuperación post-isquémica de la función cardíaca (Sung, Soltys et al. 2011). 
Asimismo, la RC previene las alteraciones en el remodelado estructural del corazón, la fibrosis 
cardíaca, y el aumento de la rigidez del ventrículo izquierdo asociados al envejecimiento ya que 
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disminuye los depósitos de colágeno, el contenido de la MEC y la apoptosis de los cardiomiocitos 
inducidos por el envejecimiento (Kemi, Keenan et al. 2000).  
Sobre la vasculatura, además del aumento de la biodisponibilidad del NO, la RC también afecta a 
los niveles de hormonas y moléculas vasoactivas como la insulina y la ET-1 entre otras, ya que se 
ha descrito que tanto las concentraciones plasmáticas de ET-1 como de insulina disminuyen con la 
pérdida de peso (Masoro 2000, Miyaki, Maeda et al. 2009, Lopes, Leite et al. 2016). 
 
4.3 Modelos experimentales de restricción calórica  
En 1935, el investigador McCay demostró que las ratas sometidas a RC tenían una esperanza de 
vida un 33% superior al grupo control con alimentación ad libitum. Además, estas ratas presentaban 
un aspecto más saludable y juvenil, por lo que a simple vista parecían más sanas (McCay, Crowell 
et al. 1935). Estudios posteriores confirmaron que el aumento de la esperanza de vida tras la RC 
ocurre en ambos géneros en muchas cepas de ratas, ratones, hámsters, así como en especies no 
mamíferas tales como levaduras, gusanos, arañas, moscas y peces (Masoro 2000). Hasta el 
momento, se ha demostrado que la RC es la única aproximación que enlentece el proceso de 
envejecimiento en numerosas especies animales, por lo que ha sido y sigue siendo un importante 
área de investigación en gerontología biológica.  
Existen diversos protocolos de RC en animales de experimentación, en los que se puede 
modificar tanto la durabilidad en el tiempo (crónica o esporádica) como el porcentaje de RC 
(severa, moderada y leve) (Vitousek, Gray et al. 2004).  
En gran parte de las investigaciones en roedores, los animales se someten a una RC del 40-50% 
de las calorías que comerían si tuvieran disponible un suministro ilimitado. Aunque los beneficios 
de la RC son inversamente proporcionales a la cantidad consumida, existe un límite de RC, siendo 
éste del 70% en el caso de los ratones, habiéndose demostrado que los animales suministrados con 
una cantidad de comida inferior mueren a edades más tempranas que los animales alimentados ad 
libitum (Vitousek, Gray et al. 2004).  
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Otro tipo de RC es el ayuno intermitente, que consiste en ayunar a los animales en horarios 
alternos (días o franjas horarias), de modo que cuando estos animales tienen a su disposición la 
comida no logran comer lo suficiente para compensar el ayuno, disminuyendo su peso corporal en 
un 30-40% respecto a los controles (Anson, Guo et al. 2003).  
Uno de los protocolos de RC moderados que tiene efectos sobre las acciones de la insulina en los 
tejidos insulino-dependientes es una RC del 20% durante los 3 últimos meses de vida. Esta RC 
disminuye la adiposidad y mejora la sensibilidad a la insulina tanto a nivel central (García-San 
Frutos, Fernández-Agulló et al. 2007) como a nivel periférico, en el tejido adiposo (Escrivá, Gavete 
et al. 2007) y muscular (De Solís, Fernández-Agulló et al. 2012). Además este protocolo de RC 
disminuye algunos marcadores inflamatorios como el TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-12β en el tejido 
adiposo, hipotálamo e hígado (Horrillo, Sierra et al. 2011).  
Aunque la RC engloba un gran abanico de efectos beneficiosos que permiten retrasar algunas de 
las alteraciones asociadas al envejecimiento (Masoro 2000, Dolinsky and Dyck 2011, López-Lluch 
and Navas 2016), hasta el momento, no existe ningún estudio en el que se haya valorado el posible 
efecto beneficios de la RC sobre la respuesta del corazón y de los vasos sanguíneos en respuesta a la 
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Hipótesis del estudio 
En base a los antecedentes anteriormente expuestos nos planteamos la hipótesis de que el 
envejecimiento podría cursar con alteraciones en la respuesta del corazón y de los vasos al 
péptido vasoconstrictor ET-1 y con una disminución en la sensibilidad cardiovascular a la 
insulina pudiendo ambos hechos contribuir al deterioro de la función cardiovascular asociado a 
la vejez. Asimismo, un protocolo de RC moderada podría prevenir, al menos en parte, los 
cambios en la respuesta cardiovascular a la ET-1 y la insulina inducidos por el envejecimiento.  
 
Objetivo general 
Estudiar los efectos del envejecimiento y de la RC en la respuesta del corazón y los vasos a la 
ET-1 y a la insulina.  
 
Objetivos específicos 
1. Estudiar la respuesta del miocardio y las arterias coronarias y renales a la ET-1 en ratas de 3 
meses (3m) y 24 meses de edad (24m) alimentadas ad libitum y de 24 meses de edad 
sometidas a RC (24m-RC). 
2. Analizar la expresión de ET-1 y sus receptores (ETA y ETB) y de marcadores inflamatorios y 
profibróticos en tejido arterial y cardíaco procedente de las ratas de 3m, 24m y 24m-RC 
3. Estudiar la respuesta del miocardio, las arterias coronarias y la aorta a la insulina en ratas de 
3m, 24m y 24m-RC. 
4. Analizar la expresión y activación de proteínas implicadas en las vías de señalización 
intracelular de la insulina en tejido cardíaco, arterial y en cultivos primarios de células 
endoteliales de aorta en ratas de 3m, 24m y 24m-RC. 

























Para llevar a cabo este estudio se han utilizado ratas Wistar de 3 y 24 meses sometidas o no a 
RC. La manipulación de animales se realizó de acuerdo a las normas de la Comunidad de Madrid y 
de la Unión Europea (Real Decreto 53/2013).  
Las ratas se estabularon en jaulas individuales en una habitación con condiciones controladas de 
humedad (50-60%) y temperatura (22 – 24 ºC) bajo un ciclo de 12 h de luz/12 h de oscuridad. Se 
utilizó un total de 94 animales divididos en tres grupos experimentales:  
 Ratas jóvenes de 3 meses de edad alimentadas ad libitum (3m, n = 35) 
 Ratas de 24 meses de edad alimentadas ad libitum (24m, n = 31)  
 Ratas de 24 meses de edad sometidas a un 20% de restricción calórica durante los 
3 últimos meses de vida (24m-RC, n = 28). 
Para calcular la cantidad de comida que debían ingerir los animales del grupo 24m-RC, a partir 
del mes 21 de vida se determinó la ingesta diaria de los animales durante una semana y a 
continuación se les suministró una cantidad de pienso equivalente al 80% de ese valor durante un 
período de 3 meses. Como la ingesta normal resultó ser de 20g/animal/día, a las ratas del grupo 
24m-RC se les suministró 16 g de pienso diarios entre los meses 21 y 24 de vida.  
Se realizó un control semanal de la ganancia de peso corporal de los animales de los tres grupos 
experimentales desde el destete hasta el momento del sacrificio.  
 
2. OBTENCIÓN Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 
En el presente estudio se han analizado muestras de corazón, arteria renal, aorta, tejido adiposo 
perivascular aortico (PVAT), y células endoteliales aórticas de ratas pertenecientes a los tres grupos 
experimentales. 
Tras el sacrificio de los animales por decapitación, previa anestesia con Pentobarbital sódico     
(100 mg/kg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU), se extrajeron los órganos y tejidos 
anteriormente citados y se pesó el tejido adiposo subcutáneo lumbar, el tejido adiposo visceral peri-
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epidimal, el músculo gastrocnemio y el corazón. Además, se recogió la sangre troncular a partir de 
la cual se separó el suero mediante centrifugación (3000 r.p.m, 20 minutos) en el que se midieron 
posteriormente los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos, ácidos grasos no esterificados (NEFA) 
y colesterol. 
 
3. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES CIRCULANTES DE GLUCOSA, INSULINA, 
NEFAs, TRIGLICÉRIDOS Y COLESTEROL TOTAL 
Los niveles séricos de glucosa se determinaron mediante el método de glucosa oxidasa (kit 
Amplex Red Glucose/Glucose Oxidasa Assay, Molecular Probes, EE.UU). La insulina sérica se 
determinó mediante radioinmunoensayo utilizando un kit comercial (Linco Research, St. Charles, 
MO, EE.UU). Los niveles de ácidos grasos no esterificados (NEFA) séricos se midieron mediante 
un kit enzimático (Wako Chemicals, Neuss, Alemania). Por último, la determinación de los niveles 
séricos de triglicéridos se realizó con un kit enzimático (ITC Diagnostics, Izasa, España) y el 
colesterol total de la sangre se midió usando el Accutrend (GC Glucosa y Colesterol Analyzer 
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania)).  
 
4. TÉCNICA DEL CORAZÓN PERFUNDIDO (Langendorff) 
Tras sacrificar los animales se extrajo el corazón, se canuló rápidamente la aorta y se perfundió 
retrógradamente la circulación coronaria con solución fisiológica de Krebs-Henseleit a pH 7.4 (115 
mM NaCl, 4.6 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 2.5 mM CaCl2, 25 mM NaHCO3 y 11 
mM glucosa) a un flujo constante entre 12-17 ml/min mediante una bomba peristáltica (Gilson, 
Middleton, WI, EE.UU). El corazón se mantuvo en una cámara a 37 ºC de temperatura durante todo 
el experimento y la solución de perfusión se gaseó continuamente con una mezcla gaseosa 
compuesta por 95% de O2 y 5% CO2. Tras 30 minutos de equilibrado, se estudió la respuesta del 
miocardio a la ET-1 (10-13 - 10-7 M) (Bachem, Bubendorf, Suiza) inyectada en la cánula de 
  Material y Métodos 
66 
 
perfusión, o a la insulina (10-9 - 10-7 M) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU) disuelta en la 
solución fisiológica de Krebs.  
La presión de perfusión de las coronarias se registró mediante un transductor (Statham 
Instruments, Los Ángeles, CA, EE.UU) conectado proximalmente a la cánula y la presión 
intraventricular se registró mediante un globo de látex insertado en el ventrículo izquierdo y 
conectado a otro transductor (Statham Instruments, Los Ángeles, CA, EE.UU). La presión de 
perfusión coronaria y la presión intraventricular se registraron en un ordenador usando el software 
Chart 5 v5.4.1 y el sistema de adquisición de datos PowerLab/8SP (ADInstruments, Colorado 
Springs, CO, EE.UU). La presión desarrollada en el ventrículo izquierdo (presión sistólica - presión 
diastólica), la primera derivada de la presión intraventricular respecto al tiempo establecido como 
un indicador de la contractilidad del miocardio (dP/dt), y la frecuencia cardiaca se calcularon a 
partir del registro de la presión intraventricular.  
 
 
Figura 13. Representación esquemática del montaje experimental utilizado para medir la presión 
de perfusión coronaria, la contractilidad y la frecuencia cardiaca en el corazón perfundido de 
rata.  




El efecto vasoconstrictor de la ET-1 y el efecto vasodilatador de la insulina en la circulación 
coronaria, así como sus efectos sobre la contractilidad del miocardio y la frecuencia cardíaca, se 
registraron como cambios respecto a los niveles basales de presión de perfusión, presión 
intraventricular, dP/dt y frencuencia cardiaca. En los experimentos con insulina algunos corazones 
(n = 6) fueron preincubados con Wortmanina 10-6 M (APExBIO, Houston, TX, EEUU) (inhibidor 
de la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)) 30 minutos antes de comenzar la curva de insulina.  
 
5. EXPERIMENTOS DE REACTIVIDAD VASCULAR EN ARTERIAS RENALES Y AORTA 
Tras el sacrificio se disecaron las arterias renales y aorta procedentes de los animales de los 3 
grupos experimentales y se cortaron en segmentos de 2 mm. Cada segmento se introdujo en un baño 
de órganos de 4 ml con una solución fisiológica de Krebs-Henseleit a 37 ºC con un pH 7.4 (115 mM 
NaCl; 4.6 mM KCl; 1.2 mM KH2PO4; 1.2 mM MgSO4; 2.5 mM CaCl2; 25 mM NaHCO3 y 11 mM 
glucosa) y se gaseó continuamente con una mezcla gaseosa compuesta por 95% de O2 y 5% de CO2 
para registrar su tensión isométrica. Para el montaje se pasaron dos alambres de acero finos (100 
µm de diámetro) a través del lumen de cada segmento vascular. Uno de los alambres se fijó a la 
pared del baño de órganos y el otro alambre se conectó a un transductor de tensión (Universal 
Transducing Cell UC3 and Statham Microscale Accessory UL5, Statham Instruments, Inc.). Tras 
una aplicación de tensión pasiva óptima de 1 g, los segmentos vasculares se dejaron equilibrar 
durante 60-90 minutos. Posteriormente los segmentos fueron estimulados con cloruro potásico (KCl 
100 mM) para determinar la contractilidad del músculo liso. Los segmentos que no aumentaron la 
tensión isométrica en al menos 0.5 g en respuesta al KCl fueron descartados.  
Los cambios en la tensión isométrica se registraron usando un sistema de adquisición de datos 
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5.1 Reactividad vascular en respuesta a la ET-1 
Tras el equilibrado de los segmentos de arterias renales se realizó una curva dosis-respuesta a la 
ET-1 (10-10.5 – 10-6.5 M). Para estudiar el mecanismo de contracción en respuesta a la ET-1, algunos 
segmentos se preincubaron con el antagonista del receptor de endotelina ETA, BQ-123 (10
-7 M) 
(cyclo-Asp-Pro-Val-Leu-Trp) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU), con el del antagonista del 
receptor de endotelina ETB, BQ-788 (10
-7 M) (2,6-Dimethylpiperidinecarbonyl-γ-Methyl-Leu-Nin-
(Methoxycarbonyl)-D-Trp-D-Nle,N-[N-[N-[(2,6-Dimethyl-1-piperidinyl)carbonyl]-4-methyl-L-
leucyl]-1-(methoxycarbonyl)-D-tryptophyl]-D-norleucine sodium salt) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, EE.UU) o con el inhibidor de la óxido nitrico sintasa, L-NAME (10-4 M) (Nω-Nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU).  
La contracción en respuesta a la ET-1 se expresó como el porcentaje de la contracción producida 
por el KCl 100mM. Asimismo, se calculó el logaritmo de la concentración que produce el 50% del 
efecto máximo (LogCE50) a partir de una interpolación geométrica.  
 
5.2 Reactividad vascular en respuesta a la insulina 
Tras el equilibrado de los segmentos de aorta se realizó una curva dosis-respuesta a la insulina  
(10-8 – 10-5.5 M). Antes de comenzar la curva de insulina los segmentos se precontrajeron con 
Fenilefrina 10-7.5 M y la relajación en respuesta a la insulina se determinó en base al porcentaje del 
tono final alcanzado mediante la relajación al donador de NO nitroprusiato sódico (10-5 M). Para 
estudiar el mecanismo de relajación a la insulina algunos segmentos se preincubaron durante 20 
minutos con L-NAME (10-4 M) y para estudiar el mecanismo de contracción a dosis altas de 
insulina otros segmentos de aorta se preincubaron durante 20 minutos con el antagonista del 
receptor de angiotensina II tipo 1 (AT1), Losartan (10
-5 M) (2-Butyl-4-chloro-1-[2′-(1H-tetrazol-5-
yl)(1,1′-biphenyl)-4-yl]methyl-1H- imidazole-5-methanol monopotassium salt) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, EE.UU), el antagonista del receptor de endotelina ETA, BQ-123 (10
-6 M) (cyclo-Asp-
Pro-Val-Leu-Trp) y el antagonista de la tromboxano sintasa, Furegrelato (10-6 M) (5-(3-
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pyridinylmethyl)-2-benzofurancarboxylic acid, sodium salt) (cayman chemical, Ann Arbor, MI, 
EE.UU).  
Además, para estudiar el efecto del PVAT sobre la respuesta vascular a la insulina, se disecaron 
y cortaron segmentos de aorta torácica de 2 mm recubiertos con PVAT de los tres grupos 
experimentales y se montaron en el baño de órganos. En estos segmentos se estudió la respuesta 
vasodilatadora en respuesta a la insulina en ausencia o en presencia de L-NAME (10-4 M). Para ello, 
antes de comenzar la curva de insulina los segmentos se precontrajeron con Fenilefrina 10-7.5 M. La 
relajación en respuesta a la insulina se determinó en base al porcentaje del tono final alcanzado 
mediante la relajación al donador de NO nitroprusiato sódico (10-5 M).  
 
6. INCUBACIÓN DE SEGMENTOS ARTERIALES EN PRESENCIA O AUSENCIA DE 
INSULINA Y DETERMINACIÓN DE NITRITOS Y NITRATOS EN EL MEDIO DE 
CULTIVO  
Se utilizaron segmentos de 2 mm de aorta recubierta o no con PVAT. Estos segmentos se 
incubaron durante 30 minutos a 37ºC con medio de cultivo DMEN/F-12 + 1% de antibiotico 
(vehículo), o insulina 10-7 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU). Tras la incubación, se 
descartó el PVAT que recubría algunos de los segmentos y los segmentos de aorta limpios se 
guardaron a -80 ºC.  
La concentración de nitritos y nitratos (NO2 + NO3) en el medio de cultivo se midió mediante un 
método modificado del ensayo de Griess, descrito por Miranda et al., (Miranda, Espey et al. 2001). 
Brevemente, en una placa de 96 pocillos se añadieron 100 µl de cloruro de vanadio (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, EE.UU) a 100 µl de muestra o patrón. Inmediatamente después, se añadió a cada 
pocillo el reactivo de Griess (mezcla 1:1 de 1 % de sulfanilamida (Merck, Darmstadt, Alemania) y 
0,1 % de naftiletilendiamina diclorhidrato (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania)) y se incubó 
durante 30 minutos a 37 ºC. La absorbancia se midió a 540 nm y la concentración de NO2 + NO3 se 
calculó utilizando una curva standard de NaNO2 expresada en µm.  
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7. CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS ENDOTELIALES DE AORTA 
Tras el sacrificio de los animales, se disecó la aorta, se limpió con solución salina tamponada con 
fosfato (PBS) esteril y se cortó transversalmente. Posteriormente, se introdujo en un flask con 0.2% 
de colagenasa disuelta en PBS esteril, previamente filtrada mediante un filtro de 0.2 µm. A 
continuación, se incubó durante 15 minutos a 37 ºC y 180 r.p.m en un agitador orbital 
(Controltecnica, Boadilla del Monte, Madrid, España). Tras la incubación, se paró la reacción 
añandiendo al flask 5 ml de DMEM/F-12 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU) 
sumplementado con 10% SFB (suero bovino fetal) (Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, 
EE.UU) y 1% antibiotico (estreptomicina-penicilina (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU)) 
atemperado y se descartó la aorta. El medio de cultivo se centrifugó 5 minutos a 1000 r.p.m, se 
desechó el sobrenadante y el pellet de células se resuspendió en 5 ml de medio de cultivo 
atemperado. Las células se sembraron en un flask de 25 cm3 y a los 45 minutos se sustituyó el 
medio de cultivo por medio fresco. Para el adecuado crecimiento de las células el flask se mantuvo 
en un incubador (Esco, Hatboro, PA, EE.UU) a 37 ºC, 95% O2 y 5% CO2 y se cambió el medio en 
días alternos.  
 
7.1 Crecimiento y proliferación del cultivo  
Una vez alcanzada una confluencia del 80-90%, las células se lavaron con PBS y, 
posteriormente, se realizó una tripsinización mediante la adición de 2.5ml de tripsina (Thermo 
Fisher Scientific, Hampton, NH, EE.UU) al flask. Tras una incubación a 37 ºC durante 1 minuto la 
reacción se paró añadiendo 2,5 ml de DMEM + SFB 10% y se centrifugó a 1000 r.p.m durante 5 
min. Por último, el pellet de células se resuspendió en 5 ml de medio y se sembró en un flask de 75 
cm3 al que se le habían añadido previamente 5 ml de DMEM + SFB 10% + antibiotico 1%. 
Posteriormente, las células se dejaron crecer hasta confluencia, momento en el que se realizó la 
segunda tripsinización del mismo modo que anteriormente. Las células se resuspendieron en 5 ml 
de medio de cultivo a los que se añadieron 25 ml de DMEM + SFB 10% + antibiotico 1%, de los 
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cuales 25 ml se utilizaron para la siembra de los experimentos y los 5 ml restantes se sembraron en 
un flask de 75 cm3 para mantener la línea celular. 
 
7.2 Siembra del experimento 
Por cada aorta de cada animal se sembraron cuatro placas petri P100 con 5 ml de células/placa. 
Las células se dejaron crecer hasta una confluencia del 80-90%, momento en el que se sometieron a 
un ayuno de 18 horas (medio de cultivo sin SFB al 10%). Posteriormente, las células se incubaron 
con 5 ml de DMEM + antibiotico 1% suplementado o no con insulina 10-7 M durante 30 minutos 
(Esquema 1). A continuación se recogió el medio de cultivo en el que posteriormente se midió la 
concentración de NO2 + NO3 mediante el método modificado de Griess. A continuación, a dos de 
las placas petri se les añadió 1 ml de trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU), se les rascó 
la base con un rascador (Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, EE.UU) para lisar las células y el 
volumen se congeló a -80 ºC para la posterior extracción del ácido ribonucleico (ARN). En las dos 
placas restantes, se añadieron 200 µl de buffer de lisis proteica (6.7 ml buffer RIPA (0.8% fosfato 
monosódico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU); 4.2% fosfato disódico (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, EE.UU); 5% Tritón X-100 al 20% (Panreac, Barcelona, España); 0.5% azida sódica 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU) y 2,5% NaCl 4M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
EE.UU)), 35 mg deoxicolato sódico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU), 70 µl PMSF 1.74% 
(p/v) (fluoruro de fenilmetanosulfonilo) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU) y 1 pastilla de un 
coktail de inhibidor de proteasas (Roche, Basilea, Suiza)), se rascaron y, de nuevo, se congeló a       
-80 ºC el volumen obtenido para realizar una extracción proteica. 
 




Esquema 1. Experimentos realizados en células endoteliales de aorta de rata.  
 
8. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN TEJIDO ARTERIAL Y CARDÍACO 
8.1 Extracción de proteínas 
Se homogeneizaron 100 mg de tejido arterial o cardíaco en 500 µl de buffer de lisis y los 
homegenados se congelaron toda la noche a -80 ºC. Al día siguiente, tanto los homogenados de las 
células endoteliales como los del tejido arterial y cardiaco, se centrifugaron a 4 ºC, 14.000 r.p.m 
durante 20 minutos. Tras la centrifugación, se descartó el pellet y se determinó la concentración de 
proteínas totales en el sobrenadante utilizando el método Bradford (Bradford 1976). 
 
8.2 Western Blot  
En cada ensayo, para cada una de las muestras se preparó una mezcla que contenía 100 µg de 
proteína y 95% de Laemli Sample Buffer (Bio-Rad, Hércules, CA, EE.UU) con 5% de 2-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU), proporción 1:1. Las muestras se llevaron a 
ebullición (100 ºC) y se cargaron en los pocillos de los geles de resolución SDS-PAGE (sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), con diferentes cantidades de acrilamida (8-
12%) en función del peso molecular de la proteína a estudiar. Tras la electroforesis, las proteínas se 
transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinidileno (PVDF) (Bio-Rad, Hércules, CA, 
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EE.UU) que posteriormente se tiñó con rojo Ponceau (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU) para 
confirmar la correcta transferencia proteica desde el gel de acrilamida a la membrana de PVDF. 
Posteriormente, las membranas se bloquearon con 5% de leche desnatada en polvo (Nestlé, Vevey, 
Suiza) disuelta en TTBS (0.1% Tween 20 Tris-Buffer Saline) durante 1h y se incubaron toda la 
noche a 4 ºC con el anticuerpo primario (Tabla 1) diluido en la solución de bloqueo que, en el caso 
de las proteínas fosforiladas, fue 5% BSA (albúmina bovina sérica). Al día siguiente, las 
membranas se lavaron con TTBS (3 lavados de 15 minutos) y se incubaron con un anticuerpo 
secundario conjugado con peroxidasa (Pierce, Rockford, IL, EE.UU) diluido 1:2.000 en la solución 
de bloqueo. La actividad de la peroxidasa se visualizó mediante un sistema ChemiDoc XRS de 
Imagen Molecular (Bio-Rad, Hércules, CA, EE.UU) por quimioluminiscencia utilizando Luminata 
TM Forte (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) y se cuantificó por densitometría utilizando el 
software informático ImageJ. Finalmente, las membranas se incubaron con un anticuerpo primario 




Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en la Inmunotransferencia.  
 
Anticuerpo Casa comercial Dilución 
eNOS BD Bioscience, San José, CA, EE.UU 1:1000 
p-eNOS  Merck Millipore, Darmstadt, Alemania 1:500 
Akt  Merck Millipore, Darmstadt, Alemania 1:1000 
p-Akt Cell signaling Technology 1:500 
MAPK  Merck Millipore, Darmstadt, Alemania 1:1000 
p-MAPK Merck Millipore, Darmstadt, Alemania 1:500 
Receptor ETA Alomone labs Ltd, Jerusalem, Israel 1:280 
Receptor ETB Alomone labs Ltd, Jerusalem, Israe 1:280 
α-tubulina Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU 1:1000 
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9. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA POR RT-PCR A TIEMPO REAL 
9.1 Extracción de ARN 
En las muestras de corazón, arterias (renales y aorta) y células endoteliales se extrajo el ARN por 
el método de Chomczynski (Chomczynski 1993). Para ello, 100 mg de tejido, se homogeneizaron 
junto con 1 ml de Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU) con un homogeneizador 
automático (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EE.UU). A continuación, se añadieron 200 μl de 
cloroformo (MERCK, Whitehouse Station, NJ, EE.UU) al lisado y se agitó durante 15 segundos. 
Tras 15 minutos de incubación a temperatura ambiente las muestras se centrifugaron a 4 ºC y 
12.500 r.p.m durante 15 minutos. Después, se retiró la fase acuosa (sobrenadante), a la cual se 
añadieron 500 µl de isopropanol (MERCK, Whitehouse Station, NJ, EE.UU). Tras una incubación 
de 10 minutos en hielo, se realizó una segunda centrifugación en las mismas condiciones que la 
anterior para precipitar el ARN. Seguidamente, se decantó el sobrenadante, se añadió 1 ml de etanol 
70% y se realizó una tercera centrifugación en las mismas condiciones anteriores (5 minutos) para 
lavar el pellet. Tras la centrifugación, se decantó nuevamente el sobrenadante y se eliminó el etanol 
con ayuda de una micropipeta. Por último, el precipitado de ARN se resuspendió en H2O estéril 
libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, EE.UU). Para cuantificar la 
concentración y estimar la pureza del ARN total obtenido se utilizó el espectrofotómetro Nanodrop 
2000 (Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, EE.UU). 
  
9.2 Reacción de Retrotranscripción (RT) 
El ARN total (1-2µg) diluido en 25 µl H2O estéril procedente de cada muestra de aorta, arteria 
renal, corazón y PVAT se retrotranscribió a ADN monocatenario (ADNc) mediante la reacción de 
transcripcion inversa. Esta reacción se llevó a cabo mediante un kit comercial (High Capacity, Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU) que contiene los nucleótidos (25x dNTPs Mix), el tampón 
(10x RT Buffer), los cebadores (10x RT Primers) y la enzima transcriptasa inversa (MultiScribe® 
Reverse Transcriptase). Se preparó una mezcla de estos reactivos siguiendo las instrucciones del 
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fabricante y posteriormente se añadieron 25µl de dicha mezcla al ARN. A continuación, las 
muestras se introdujeron en un termociclador (Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, EE.UU) 
programado para realizar tres pasos; 10 minutos a 25 ºC, 120 minutos a 37 ºC y 5 minutos a 85 ºC. 
Al terminar, se añadieron 50 µl de H2O estéril a cada muestra y éstas se almacenaron a -80 ºC hasta 
su porterior análisis.  
 
9.3 Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (rt-PCR) 
Para llevar a cabo la amplificación cuantitativa de los ADNcs que se han generado en la 
retrotranscripción, se utilizó el aparato Step One (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU) 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Tras realizar una prueba para determinar la 
dilución del ADNc a la cual se produce una amplificación óptima (rangos: 20 < Ct < 30), se realizó 
la amplificación de cada uno de los genes en placas de 48 pocillos (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, EE.UU). A cada pocillo se le añadió: 1 µl de ADNc de cada muestra problema, 5 µl de 
TaqMan Universal PCR Master Mix No Amperase 2X (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU), 
3.5 µl de H2O esteril (Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, EE.UU) y 0.5 µl de la sonda 
Taqman específica para cada gen (Tabla 2) 20X TaqMan Gene Expression Assay Mix (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU). 
Todos los resultados se normalizaron mediante los niveles de expresión del gen de expresión 
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Tabla 2. Referencias de los primers y las sondas TaqMan adquiridas de la casa comercial 
Life Technologies. Amarillo (ET-1 y sus receptores), azul (marcadores inflamatorios y 
profibróticos), naranja (óxido nitrico sintasas), verde (transportador de glucosa tipo 4 y 
receptor de insulina) y morado (gen constitutivo). 
 Gen Referencia 
ET-1 Rn 00561129 
ETA Rn 00561137 
ETB Rn 00569139 
TGF-β1 Rn 00572010 
COX-2 Rn 01483828 
TNF-α Rn 01525859 
IL-6 Rn 01489669 
Il-1β Rn 00580432 
iNOS Rn 00561646 
eNOS Rn 02132634 
nNOS Rn 00583793 
GLUT-4 Rn 00562597 
IR Rn 00690703 
18S Rn 01428915 
 
10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los datos se representaron mediante la media ± el error estándar de la media (S.E.M) y se 
consideraron significativos cuando P<0.05. El estudio estadístico se realizó mediante el programa 
informático GraphPad Prism versión 5.01 (GraphPad, La Jolla, CA, EE.UU). 
Para evaluar los efectos de la edad se realizó una t-Student de dos colas para datos 
independientes comparando las ratas de 3m con las de 24m. Igualmente, los efectos de la RC se 
analizaron mediante t-Student comparando las ratas de 24m con las de 24m-RC. Por último, la 
expresión génica y proteica en respuesta o no a la insulina se analizó mediante una t-Student de dos 





























1. PARÁMETROS GENERALES 
1.1. Composición corporal 
Los efectos de la edad y la RC sobre el peso corporal y sobre el peso de la grasa visceral y 
subcutánea, el gastrocnemio y el corazón se muestran en la Tabla 3. La edad incrementó 
significativamente tanto el peso corporal (P<0.001), como el peso del tejido adiposo visceral 
(P<0.001) y subcutáneo (P<0.001) de los animales y disminuyó el peso del gastrocnemio 
(P<0.001) y del corazón (P<0.001) respecto a las ratas de 3m. La RC disminuyó 
significativamente tanto el peso corporal (P<0.001), como del tejido adiposo visceral (P<0.001) 
y subcutáneo (P<0.01), y aumentó significativamente el peso del gastrocnemio (P<0.05) y del 
corazón (P<0.001) en comparación con las ratas de 24m. 
 
 
1.2. Perfil metabólico  
Los niveles séricos de glucosa, insulina, triglicéridos, NEFAs y colesterol se muestran en la 
Tabla 4. Los niveles de glucosa e insulina no se modificaron entre los grupos. Sin embargo, los 
niveles séricos de triglicéridos y colesterol aumentaron significativamente en las ratas de 24m 
respecto a los de las ratas de 3m (P<0,001 y P<0,001, respectivamente). Por el contrario, los 
niveles séricos de NEFA en las ratas de 24m fueron significativamente más bajos que en los de 
las ratas de 3m (P<0.01). La RC durante 3 meses disminuyó significativamente los niveles de 
triglicéridos y NEFA (P<0,05 para ambos), pero no los niveles séricos de colesterol. 
Tabla 3. Efecto de la edad y de la RC sobre la composición corporal de ratas de 3m (n = 35) y ratas 
de 24 meses con (n = 31) y sin RC (n = 28). 
 
 3m 24m 24m- RC 
Peso corporal (g) 401,9±7,4 651,3±16,1 *** 541,6±9 ### 
Grasa visceral (g/100 g pc) 2,5±0,3 3,7±0,1 *** 2,6±0,2 ### 
Grasa subcutánea (g/100 g pc) 1,3±0,1 3,2±0,2 *** 2,4±0,2 ## 
Gastrocnemio(g/100 g pc) 0,516±0,014 0,343±0,012 *** 0,397±0,018 # 
Corazón (g/100 g pc) 0,376±0,033 0,280±0,018 *** 0,352±0,017 ### 
Los datos muestran las medias y S.E.M. Pc: Peso corporal. 
*** P<0.001 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. ratas de 24m; ## P<0.01 vs. ratas de 24m;                  






1.3. Parámetros funcionales basales en los corazones perfundidos 
La Tabla 5 muestra los parámetros funcionales registrados en los corazones perfundidos de las 
ratas de 3 y 24 meses con y sin RC en situación basal. 
 La presión de perfusión en las arterias coronarias fue similar entre los distintos grupos 
experimentales. Sin embargo, el envejecimiento cursó con un aumento de la presión 
intraventricular (P<0.05) y una disminución de la frecuencia cardiaca en las ratas de 24m 
respecto a las de 3m (P<0.001). La RC no produjo diferencias significativas en ninguno de los 




Tabla 4. Los niveles séricos de glucosa (mg/dl), insulina (ng/ml), triglicéridos (mmol/l), ácido graso 
no esterificado (NEFA, mmol/l) y colesterol (mmol/l) en ratas de 3m, 24m y 24m-RC; (n = 8).  
 
 3m 24m 24m- RC 
Glucosa (mg/dl) 132 ±2 142 ±2 144±3 
Insulina (ng/ml) 0,8 ±0,1 0,9 ± 0,2 0.9 ± 0,1 
Triglicéridos (mmol/l) 0,37 ± 0,03 0,85 ±0,10 *** 0,50 ± 0,10 # 
NEFA (mmol/l) 0,79 ± 0,01 0,65 ± 0,01 ** 0,55 ± 0,02 # 
Colesterol (mmol/l) 1,39 ± 0,32 3,76 ± 0,12 *** 3,48 ± 0,35 
Los datos muestran las medias y S.E.M. 
** P<0.01 vs. ratas de 3m; *** P<0.001 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. ratas de 24m. 
Tabla 5. Valores funcionales basales en los corazones perfundidos de ratas de 3m (n = 19) y ratas 
de 24 meses con y sin RC (n = 18; n = 20, respectivamente). 
 
 3m 24m 24m-RC 
Presión de perfusión coronaria (mmHg) 72 ± 5 75 ± 4 78 ± 4 
Presión intraventricular (mmHg) 79 ± 4 96 ± 7 * 85 ± 6 
dP/dt (mmHg/s) 2194 ± 136 2501 ± 169 2302 ± 170 
Frecuencia cardiaca (latidos/s) 232 ± 6 184 ± 9 *** 209 ± 10 
Los datos muestran las medias y S.E.M. 





2. EFECTOS DE LA EDAD Y LA RC SOBRE LA RESPUESTA CARDIOVASCULAR A 
LA ET-1  
2.1. Corazón 
2.1.1. Vasoconstricción coronaria en respuesta a la ET-1 
La Figura 14 muestra la presión de perfusión de las arterias coronarias en respuesta a dosis 
crecientes y acumulativas de ET-1 en ratas de 3m y en ratas de 24m sometidas o no a RC.  
La vasoconstricción de las arterias coronarias inducida por la ET-1 fue similar en las ratas de 
3m y las de 24m-RC, mientras que en las ratas de 24m fue significativamente menor (P<0.05), 
tal y como muestra la sensibilidad a la ET-1 medida mediante el LogCE50 (P<0,05; Tabla 5) con 
respecto a las ratas de 3m.  
La RC aumentó la sensibilidad a la ET-1 en comparación con las ratas de 24m (LogCE50; 
P<0.05; Tabla 5). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a los 
valores de Emax entre los distintos grupos experimentales.  
 
Figura 14. Presión de perfusión en las arterias coronarias de ratas de 3m (n = 7) y de ratas de 24m con y 
sin RC (n = 8, respectivamente) en respuesta a dosis crecientes y acumulativas de ET-1. Cada punto 




































2.1.2. Presión intraventricular, contractilidad del miocardio y frecuencia cardíaca en 
respuesta a la ET-1 
La Figura 15 representa los cambios en la presión intraventricular, en la contractilidad del 
miocárdio (dP/dt) y en la frecuencia cardiaca registrados en los corazones de ratas de 3m, ratas 
de 24m y ratas de 24m-RC en respuesta a dosis crecientes y acumulativas de ET-1.  
En todos los grupos experimentales la presión intraventricular aumenta en respuesta a dosis 
bajas de ET-1 y disminuye en respuesta a dosis elevadas de este péptido (Figura 15.A). Este 
parámetro no se modificó en los corazones de las ratas de 24m en comparación con los corazones 
de las ratas de 3m. Por el contrario, la RC disminuyó de forma significativa la presión 
intraventricular en comparación con los corazones de las ratas de 24m a la dosis de 10-13 M 
(P<0.05).  
A dosis altas de ET-1 (10-8 - 10-7 M) la contractilidad cardiaca disminuyó en todos los grupos 
experimentales (Figura 15.B). En cambio, a dosis bajas de ET-1 (10-11 - 10-9 M) aumentó la 
contractilidad en los corazones de las ratas de 24m (P<0.05) pero no en los corazones de las ratas 
de 3m y 24m-RC. Este efecto se previno con la RC, ya que en las ratas de 24m-RC la 
contractilidad cardiaca en respuesta a dosis bajas de ET-1 fue menor que la de las ratas de 24m 
(P<0.05).  
En respuesta a dosis altas de ET-1, la frecuencia cardiaca aumentó significativamente en las 
ratas de 24m en comparación con las ratas de 3m (P<0.05). La RC previno los cambios en la 
frecuencia cardíaca inducidos por el envejecimiento (P<0.05) (Figura 15.C). 
Tabla 5.Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada en mmHg) y en el LogCE50 para la ET-1 
en arterias coronarias de ratas de 3m (n = 7), ratas de 24m (n = 8) y ratas 24m-RC (n = 8). 
 
 3m 24m 24m-RC 
Log CE50 -10,32 ± 0,30 -8,91 ± 0,34 * -9,86 ± 0,26 # 
Emax (mmHg) 102 ± 6 95,63 ± 10 99,44 ± 4,21 
Los datos muestran las medias y S.E.M. 








Figura 15. Efectos de la administración de dosis crecientes y acumulativas de ET-1 sobre la presión 
intraventricular (A), la contractilidad miocárdica (B) y la frecuencia cardiaca (C) en corazones de ratas de 
3m (n = 7), ratas de 24m (n = 8) y ratas de 24m-RC (n = 8). Cada punto representa la media ± S.E.M.      







































































































2.1.3. Expresión génica de ET-1, ETA y ETB  
La Figura 16 muestra los niveles de expresión de los genes ET-1 (A), ETA (B) y ETB (C) en 
los corazones procedentes de ratas de 3m, 24m y 24m-RC tras la administración de dosis 
crecientes y acumulativas de ET-1. 
 Los niveles de expresión de ET-1 fueron significativamente superiores en los corazones de 
las ratas de 24m con respecto a los niveles de expresión en las ratas de 3m (P<0.05). Sin 
embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresión de ETA entre 
los diferentes grupos experimentales. Por el contrario, la expresión del receptor ETB fue 
significativamente menor en los corazones de las ratas de 24m frente a los de las ratas de 3m 
(P<0.01) y mayor en las ratas de 24m-RC con respecto a las ratas de 24m (P<0.05). 
 
              
Figura 16. Expresión génica de ET-1 (A), ETA (B) y ETB (C) en corazones de ratas de 3m (n = 7), ratas 
de 24m (n = 8) y ratas de 24m-RC (n = 8). Las barras representan la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. ratas de 









































































2.1.4. Expresión génica de TGF-β1, COX-2, TNF-α, IL-6 e IL-1β 
En la Figura 17 se respresenta la expresión génica de TGF-β1 (A), COX-2 (B), TNF-α (C),   
IL-6 (D), e IL-1β (E) en corazones de ratas de 3m, 24, y 24m-RC. No se encontraron diferencias 
significativas en los niveles de expresión génica de TGF-β1, COX-2, IL-6 e IL-1β entre los 
distintos grupos experimentales excepto en la expresión génica de TNF-α, que aumentó 
significativamente en los corazones de ratas de 24m con respecto a ratas de 3m (P<0.05). 
 
 
Figura 17. Expresión génica de TGF-β1 (A), COX-2 (B), TNF-α (C), IL-6 (D) e IL-1β (E) en corazones 
de ratas de 3m (n = 7), ratas de 24m (n = 8) y ratas de 24m-RC (n = 8). Las barras representan la media ± 
S.E.M. * P<0.05 vs. ratas de 3m. 
  
2.1.5. Expresión génica de eNOS, iNOS y nNOS 
La Figura 18 muestra los niveles de expresión de los genes de las tres isoformas de la enzima 
óxido nítrico sintasa, eNOS (A), iNOS (B) y nNOS (C) en el corazón de ratas de 3m frente a 
ratas de 24 meses con y sin RC. La expresión de eNOS fue significativamente menor en los 
corazones de las ratas de 24m respecto a los corazones de las ratas de 3m (P<0.01), e incrementó 
significativamente en ratas las de 24m-RC en comparación con las ratas de 24m (P<0.05). En 













































































































ratas de 24m con respecto a los corazones de ratas de 3m (P<0.01). No se observaron cambios en 
la expresión génica de la nNOS entre los diferentes grupos experimentales.  
 
                
Figura 18. Expresión génica de eNOS (A), iNOS (B) y nNOS (C) en corazones de ratas de 3m (n = 7), 
ratas de 24m (n = 8) y ratas de 24m-RC (n = 8). Las barras representan la media ± S.E.M. ** P< 0.01 vs. 
ratas de 3m; # P<0.05 vs. ratas de 24m. 
 
2.2.Arterias renales  
2.2.1. Respuesta vascular a la ET-1  
La Figura 19 muestra la curva dosis-respuesta de la ET-1 y el LogCE50 en segmentos de 
arteria renal de ratas de 3m, 24m y 24m-RC. La respuesta contráctil de la ET-1 fue mayor en 
ratas de 24m frente a las ratas de 3m, tal y como muestra el valor del LogCE50 (P<0.001). 
Además, en los segmentos de arteria renal de ratas de 24m-RC se observó un incremento en la 
respuesta a la ET-1 en comparación con las ratas de 24m (P<0.05), efecto que no se vio reflejado 
















































































Figura 19. Respuesta contractil de segmentos de arteria renal de ratas de 3m (n = 7), ratas de 24m        
(n = 8) y ratas 24m-RC (n = 8) en respuesta a la ET-1. Cada punto representa la media ± S.E.M. ** 
P<0.01 vs. ratas de 3m; *** P<0.01 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. ratas de 24m.  
 
2.2.2. Implicación de los receptores ETA y ETB en la respuesta contráctil a la ET-1  
El bloqueo del receptor ETA (BQ-123) desplazó hacia la derecha las curvas dosis-respuesta de 
la ET-1, lo que se asoció con un aumento en el LogCE50 en todos los grupos experimentales 
(P<0.01 en 3m; P<0.001 en 24m; P<0.001 en 24m-RC). Además, la preincubación de los 
segmentos de arteria renal con del receptor ETA (BQ-123) indujo un incremento significativo en 
la respuesta contráctil de la ET-1 en los segmentos de arteria renal de las ratas de 3m a la dosis 
más alta de ET-1 (Figura 20.A; P<0.05) pero no en los de las ratas de 24m y 24m-RC.  
La preincubación de segmentos de arterias renales con el antagonista del receptor ETB (BQ-
788) no modificó la respuesta contráctil a la ET-1 en los segmentos procedentes de las ratas de 
3m pero desplazó la curva dosis-respuesta hacia la derecha tanto en los de las ratas de 24m como 
en los de las ratas de 24m-RC respecto a sus respectivos controles (Figura 20.B; Figura 20.C, en 
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Figura 20. Respuesta contractil de segmentos de arteria renal de 3m (A; n = 7), de ratas de 24m (B;         
n = 8) o de ratas de 24m-RC (C; n = 8) y el logaritmo CE50 en respuesta a la ET-1 tras la preincubación 
con vehículo (Control), BQ-123 (10-7 M) o BQ-788 (10-7 M). Cada punto representa la media ± S.E.M. 
*** P<0.001 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. Su respectivo Control; ## P<0.01 vs. Su respectivo Control; 
### P<0.001 vs. Su respectivo Control. 
 
2.2.3. Implicación del NO en la respuesta contráctil a la ET-1  
El bloqueo de la producción de NO mediante la preincubación de algunos de los segmentos de 
arterias renales con L-NAME aumentó significativamente la respuesta contráctil a la ET-1 en los 
segmentos procedentes de las ratas de 3m y desplazó hacia la izquierda la curva dosis-respuesta 
(Figura 21.A), lo que se acompañó de una disminución en el LogCE50 (P<0.05). Igualmente, la 
respuesta contráctil a la ET-1, previa incubación de los segmentos de arteria renal con L-NAME, 
fue significativamente mayor en las ratas de 24m (P<0.05; Figura 21.B) y no se vio modificada 
































































LogCE50 3m 24m 24m-RC 
Control -7,93 ± 0,07 -8,43 ± 0,09 *** -8,58 ± 0,11  
BQ-123 -7,44 ± 0,06 ## -7,37 ± 0,05 ### -7,54 ± 0,11 ### 
BQ-788 -8,00 ± 0,16 -8,18 ± 0,10 # -8,28 ± 0,09 # 









Figura 21. Respuesta contráctil de segmentos de arterias renales procedentes de ratas de 3m (A; n = 7), 
ratas de 24m (B; n = 8) y ratas de 24m-RC (C; n = 8) y el logaritmo de CE50 en respuesta a la ET-1 tras la 
preincubación con vehículo o con L-NAME (10-4 M). Cada punto representa la media ± S.E.M.            
*** P<0.001 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. Su respectivo control; ## P<0.01 vs. Su respectivo control.  
 
2.2.4. Niveles proteicos de ET-1, ETA y ETB  
No se encontraron diferencias significativas en la expresión de ET-1 entre los distintos grupos 
experimentales (3m: 100 ± 9,2; 24m: 146 ± 28,3; 24m-RC: 115,6 ± 10). La expresión proteica de 
los receptores ETA (A) y ETB (B) en arterias renales de ratas de 3m, 24m y 24m-RC se muestran 
en la Figura 22. El envejecimiento no modificó los niveles de ETA pero indujo una disminución 
significativa en los niveles proteicos del receptor ETB en las ratas de 24m (P<0.05) en 
comparación con las ratas de 3m. La RC aumentó los niveles de ETA en las arterias renales de las 
































































LogCE50 3m 24m 24m-RC 
Control -7,93 ± 0,07 -8,43 ± 0,09 *** -8,58 ± 0,11  








Figura 22. Niveles proteicos de ETA (A) y ETB (B) en arterias renales de ratas de 3m (n = 5), ratas de 
24m (n = 5) y ratas de 24m-RC (n = 5). Las barras representan la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. ratas de 
3m; ## P < 0.01 vs. ratas de 24m. 
 
2.2.5. Expresión génica eNOS, iNOS y nNOS 
En la Figura 23 se representa la expresión génica de las tres isoformas de la NOS, eNOS (A), 
iNOS (B) y nNOS (C) en arterias renales de ratas de 3m, 24m y 24m-RC.  
La edad disminuyó significativamente la expresión génica de la eNOS (P<0.01) y de la nNOS 
(P<0.05) y aumentó la expresión de la iNOS (P<0.001) en las arterias renales de las ratas de 24m 
frente a las de las ratas de 3m. La RC no indujo cambios en la expresión de la nNOS en las 
arterias renales pero atenuó la disminución en los niveles de mRNA de la eNOS (P<0.05) y la 




































































                  
Figura 23. Expresión génica de eNOS (A), iNOS (B) y nNOS (C) en arterias renales de ratas de 3m       
(n = 7), 24m (n = 8) y 24m-RC (n =8). Las barras representan la media ± S.E.M.* P<0.05 vs. 3m; ** 
P<0.01 vs. ratas de 3m; *** P<0.001 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. ratas de 24m. 
 
2.2.6. Expresión génica de TGF-β1, COX-2, TNF-α, IL-6 e IL-1β 
Tal y como se muestra en la Tabla 6, ni el envejecimiento ni la RC modificaron la expresión 
génica de TGF-β1, TNF-α, IL-6 e IL-1β, en arterias renales de ratas de los tres grupos 
experimentales. Sin embargo, el envejecimiento cursó con un aumento en la expresión génica de 











































































3. EFECTOS DE LA EDAD Y LA RC SOBRE LA RESPUESTA CARDIOVASCULAR A LA 
INSULINA  
3.1.Corazón 
3.1.1. Vasodilatación coronaria en respuesta a la insulina en presencia o ausencia de 
Wortmanina 
La presión de perfusión de las arterias coronarias en respuesta a dosis crecientes y 
acumulativas de insulina en ratas de 3m, de 24m y de 24m-RC en presencia o ausencia de 
Wortmanina se representa en la Figura 24.  
En los corazones de ratas de 3m la adición de insulina al sistema de perfusión indujo 
dilatación de las arterias coronarias a las dosis de 10-9 y 10-8 M, y contracción a la dosis de 10-7 
M. Sin embargo, la insulina no indujo relajación coronaria en las ratas de 24m ya que la presión 
coronaria a las dosis de 10-9 y 10-8 M fue significativamente mayor en los corazones de las ratas 
de 24m frente a las ratas de 3m (P<0.01). La preincubación de los corazones con Wortmanina 
bloqueó la vasodilatación coronaria inducida por la insulina en las ratas de 3m a las dosis de 10-9 
y 10-8 M (P<0.001 y P<0.01, respectivamente) y no produjo cambios significativos en el resto de 
grupos experimentales. La RC no previno los cambios en la vasodilatación coronaria en 
respuesta a la insulina inducidos por el envejecimiento ni en presencia ni ausencia de 
Wortmanina. 
Tabla 6. Niveles de mRNA de TGF-β1, COX-2, TNF-α, IL-6 e IL-1β en arterias renales de ratas de 
3m (n = 7), ratas de 24m (n = 8) y ratas de 24m-RC (n = 8).  
 
Marcador  3m 24m 24m-RC 
TGF-β1 
100 ± 13,2 114 ± 20,5 127.6 ± 19,8 
COX-2 
100 ± 18,7 289 ±55,4 * 266 ± 74,7 
TNF-α 
100 ± 10,9 106 ± 20,8 127 ± 30,8 
IL-6 100 ± 13,8 106 ± 20,9 125 ± 17,2 
IL-1β 100 ± 15,4 85 ± 17,9 123± 19 
Los datos muestran las medias y S.E.M. 






Figura 24. Cambios de la presión de perfusión en las arterias coronarias de ratas de 3m (n = 6), ratas de 
24m (n = 6) y ratas 24m-RC (n = 7) en respuesta a dosis crecientes y acumulativas de insulina, en 
presencia o ausencia de Wortmanina (10-6 M; n = 4, en cada grupo experimental). Las barras 
representan la media ± S.E.M. ** P<0.01 vs. ratas de 3m; *** P<0.001 vs. ratas de 3m. 
 
3.1.2. Presión intraventricular, contractilidad del miocardio y frecuencia cardíaca en 
respuesta a la insulina en presencia o ausencia de Wortmanina 
La Figura 25 representa los cambios en la presión intraventricular y en la contractilidad 
cardiaca (dP/dt) registrados en los corazones de ratas de 3m, ratas de 24m y ratas de 24m-RC en 
respuesta a dosis crecientes y acumulativas de insulina, en presencia o ausencia de Wortmanina. 
 Tanto la presión intraventricular como la contractilidad cardiaca aumentaron en respuesta a la 
insulina en los corazones de las ratas de 3m a todas las dosis estudiadas. Sin embargo, el 
envejecimiento cursó con una disminución significativa tanto de la presión intraventricular como 
de la contractilidad cardíaca (dP/dt) en respuesta a la insulina en comparación con las ratas de 
3m a las dosis de 10-9 y 10-8 M (P<0.05 y P<0.01, respetivamente). La RC previno la 
disminución en la contractilidad y la presión intraventricular en respuesta a la inducida por el 
envejecimiento a las dosis de 10-9 (P<0.05) y 10-8 M (P<0.05).  
La preincubación con Wortmanina en los corazones de las ratas de 3m indujo una 
disminución significativa en la presión intraventricular y contractilidad cardiaca en respuesta a la 














































(P<0.001). En las ratas de 24m-RC, la presión intraventricular en respuesta a la insulina 
disminuyó significativamente en los corazones preincubados con Wortmanina a la dosis de 10-9 
M (P<0.05), mientras que la contractilidad cardiaca en respuesta a la insulina disminuyó tanto a 
la dosis de 10-9 (P<0.01) como de 10-8 M (P<0.05) con respecto a los corazones no preincubados 
con Wortmanina de este grupo experimental.  
Por último, tal y como se muestra en la Tabla 7, no se encontraron diferencias significativas 
en la frecuencia cardiaca en respuesta a la insulina en los corazones de los animales de los 
distintos grupos experimentales.  
    
 
Figura 25. Cambios en la presión intraventricular (A) y en la contractilidad cardiaca (dP/dt; B) en 
corazones de ratas de 3m (n = 6), ratas de 24m (n = 6) y ratas 24m-RC (n = 7) en respuesta a dosis 
crecientes y acumulativas de insulina, preincubados o no con Wortmanina (n = 4, en cada grupo 
experimental). Las barras representan la media ± S.E.M.* P<0.05 vs. ratas de 3m; ** P<0.01 vs. ratas de 
3m; *** P<0.01 vs. ratas de 3m # P<0.05 vs. ratas de 24m; $ P<0.05 vs. ratas de 24m-RC; $$ P<0.01 vs. 
























































































3.1.3. Activación de las vías de señalización intracelular PI3K/Akt y MAPK en respuesta 
a la insulina 
En la Figura 26 se representa la relación proteica de p-Akt/Akt (A), de p-MAPK/MAPK (B) y 
la relación proteica de Akt/MAPK (C) medida en corazones de ratas de 3m, 24m y 24m-RC 
tratados o no con insulina.  
Basalmente, no se encontraron diferencias significativas en la relación p-Akt/Akt en ningún 
grupo experimental (Figura 26.A). Sin embargo, la insulina incrementó los niveles proteicos de 
la forma activa, p-Akt, en los tres grupos experimentales (P<0.001 en 3m y 24m-RC y P<0.01 en 
24m).  
La relación p-MAPK/MAPK (Figura 26.B), disminuyó significativamente en condiciones 
basales en los corazones de las ratas de 24m con respecto a la de los corazones de las ratas de 3m 
(P<0.05), y la la RC no previno estos cambios. En respuesta a la insulina el ratio                        
p-MAPK/MAPK disminuyó significativamente en los corazones de las ratas de 3m (P<0.01) y 
aumentó en los de las ratas 24m-RC frente a su condición basal (P<0.05). 
Por último, en condiciones basales el ratio Akt/MAPK (Figura 26.C) fue significativamente 
mayor en los corazones de las ratas de 24m-RC en comparación con el de las ratas de 24m 
Tabla 7. Cambios en la frecuencia cardiaca (latidos/s) en respuesta a dosis crecientes y 
acumulativas de insulina en corazones de ratas de 3m (n = 6), 24m (n = 6) y 24m-RC (n = 7) 
preincubados o no con Wortmanina (n = 4, en cada grupo experimental). 
 
Frecuencia cardiaca (latidos/s) 10
-9 M 10-8 M 10-7 M 
3m -1±1 2±3 4±2 
24m 3±2 5±2 7±3 
24m- RC 1±2 0±2 4±3 
3m + Wortmanina -1±1 -2±2 -3±7 
24m+ Wortmanina 0±1 6±3 -4±5 
24m- RC + Wortmanina -2±2 2±3 7±5 
 






(P<0.05). Este ratio aumentó significativamente en respuesta a la insulina en los corazones de las 
ratas de 3m (P<0.001) y de 24m-RC (P<0.01) pero no en los corazones de las ratas de de 24m. 
 
 
        
 
Figura 26. Niveles proteicos de Akt y MAPK en el corazón de ratas de 3m (n = 4), ratas de 24m (n = 4) y 
ratas de 24m-RC (n = 4) en los que se realizó o no una curva de insulina. A. Relación entre Akt 
fosforilado y el contenido total de Akt. B. Relación entre MAPK fosforilado y el contenido total de 
MAPK. C. Relación entre el ratio de Akt y el ratio de MAPK. Las barras representan la media ± S.E.M.  
* P<0.05 vs. su respectivo control; ** P<0.01 vs. su respectivo control; *** P<0.001 vs. su respectivo 
control; # P<0.05 vs. ratas de 3m; $ P<0.05 vs. ratas de 24m.  
 
3.1.4. Expresión génica de GLUT-4, IR, ET-1 y eNOS en respuesta a la insulina 
En la Figura 27 se representa la expresión génica de GLUT-4 (A), IR (B), ET-1 (C) y de 
eNOS (D) en corazones de ratas de 3m, 24m y 24m-RC tratados o no con insulina. Los 













































































































y una disminución de la expresión génica de la eNOS en los corazones de las ratas de 24m con 
respecto a los corazones de las ratas de 3m (P<0.05). Por otro lado, la RC indujo una 
disminución de la expresión del GLUT-4 (P<0.01) y de la eNOS (P<0.05) en el corazón de ratas 
de 24m-RC en comparación con los corazones de las ratas 24m.  
La insulina aumentó significativamente la expresión del GLUT-4 (P<0.05), IR (P<0.05) y de 
la eNOS (P<0.05) en las ratas de 3m, mientras que en las ratas de 24m disminuyó los niveles de 
mRNA del IR (P<0.05). Por último, el tratamiento con insulina aumentó la expresión del  




Figura 27. Expresión génica del GLUT-4 (A), IR (B), ET-1 (C) y de la eNOS (D) en corazones de ratas 
de 3m (n = 9), ratas de 24m (n = 7) y ratas de 24m-RC (n = 7) tratados o no con insulina. Las barras 
representan la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. su respectivo control; # P<0.05 vs. ratas de 3m; ## P<0.01 vs. 





























































































































3.2.1. Resultados en segmentos de aorta no rodeados por PVAT 
3.2.1.1. Relajación en respuesta a la insulina en presencia o no de L-NAME 
En condiciones basales la relajación en respuesta a la insulina (Figura 28.D), fue menor en los 
segmentos de aorta procedentes de las ratas de 24m que en los segmentos de aorta procedentes 
de las ratas de 3m a las dosis de 10-7 (P<0.01) y 10-6,5 - 10-5,5 M (P<0.001), lo que se acompañó 
de una reducción significativa del LogCE50 (P<0.05). La RC aumentó significativamente la 
relajación en respuesta a la insulina en comparación con las ratas de 24m en las dosis de 10-6,5 - 
10-5,5 M (P<0.05), lo que se acompañó de un aumento en el LogCE50 (P<0.01).  
El bloqueo de la producción de NO mediante L-NAME disminuyó significativamente la 
respuesta vasodilatadora a la insulina en las ratas de 3m (Figura 28.A) acompañándose de un 
aumento en el LogCE50 (P<0.05). Del mismo modo, la relajación en respuesta a la insulina, 
previa incubación de los segmentos aórticos con L-NAME, disminuyó en las ratas de 24m 
(Figura 28.B) y 24m-RC (Figura 28.C) sin observarse cambios en el LogCE50. 
Asimismo, cuando comparamos los segmentos aórticos de los 3 grupos experimentales en 
respuesta a la insulina y en presencia de L-NAME (Figura 28.E), observamos una menor 
vasodilatación en respuesta a la insulina en las ratas de 24m a las dosis de 10-6,5 (P<0.05), 10-6 
(P<0.01) y 10-5,5 M (P<0.001), efecto que se acompañó de una disminución significativa en el  
LogCE50 (P<0.01). En cambio, no se encontraron diferencias significativas entre los segmentos 










Figura 28. Relajación de segmentos de arteria aorta de ratas de 3m (n = 22), de 24m (n = 20) y de   
24m-RC (n = 24) en respuesta a la insulina tras la preincubación o no con L-NAME. Cada punto 
representa la media ± S.E.M. * P<0.05 vs ratas de 3m; ** P<0.01 vs. ratas de 3m; *** P<0.001 vs. ratas 
de 3m. $ P<0.05 vs. ratas de 24m; $$ P<0.01 vs. ratas de 24m; # P<0.05 vs. su respectivo control;        
## P<0.01 vs. su respectivo control; ### P<0.001 vs. su respectivo control.  
3.2.1.2. Liberación de NO2 + NO3 en respuesta a la insulina  
La Figura 29 muestra la liberación de NO2 + NO3 (µM) basal e inducida por la insulina en los 
segmentos de aorta de ratas de 3m, 24m y 24m-RC.  
Basalmente, el envejecimiento disminuyó significativamente la liberación de NO2 + NO3 por 
los segmentos de aorta en las ratas de 24m (P<0.001) respecto a las ratas de 3m y dicho efecto no 




































































































LogCE50 3m 24m 24m-RC 
Control -7,25 ± 0,08 -7,49 ± 0,06 * -7,22 ± 0,07 $$  
L-NAME -7,05 ± 0,10 # -7,46 ± 0,09 ** -7,35 ± 0,11 
D) E) 





en los segmentos de aorta de las ratas de 3m (P<0.05) y de las ratas de 24m-RC (P<0.05), y una 
disminución en los segmentos de ratas de 24m (P<0.05).  
 
Figura 29. Liberación de NO2 + NO3 por segmentos de aorta de ratas de 3m (n = 24), ratas de 24m         
(n = 20) y ratas de 24m-RC (n = 25) preincubados o no con insulina (10-7 M). Las barras representan la 
media ± S.E.M. * P<0.05 vs. su respectivo control; ### P<0.001 vs. ratas de 3m.  
 
3.2.1.3. Vasoconstricción en respuesta a la insulina 
La Figura 30 representa la contracción en respuesta a dosis crecientes y acumulativas de 
insulina en los segmentos de aorta de ratas de 3m, 24m y 24m-RC. El envejecimiento indujo una 
mayor contracción en los segmentos de aorta a dosis altas de insulina (10-6 y 10-5,5 M; P<0.05) 
respecto a los de las ratas de 3m, lo que se acompañó con una disminución del LogCE50 
(P<0.01). La RC previno el aumento en la contracción inducido por el envejecimiento, ya que la 
contracción en respuesta a la dosis más alta de insulina es significativamente menor en los 
segmentos de aorta procedentes de las ratas de 24m-RC en comparación con los de las ratas de 
































3m 24m 24m-RC 
LogCE50 -5,81 ± 0,02 -6,10 ± 0,08 ** -6,06 ± 0,09  
 
Figura 30. Contracción de segmentos de arteria aorta procedentes de ratas de 3m (n = 25), ratas de 24m 
(n = 28) y ratas de 24m-RC (n = 39) en respuesta a una curva dosis-respuesta de insulina. Cada punto 
representa la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. ratas de 24m. 
 
3.2.1.4. Vasoconstricción en respuesta a la insulina en presencia de Losartán,      
BQ-123 o Furegrelato 
En la Figura 31 se muestra la vasoconstricción en respuesta a la insulina de segmentos de 
aorta procedentes de ratas de 3m, ratas de 24m y ratas de 24m-RC preincubadas con vehículo 
(control), Losartán (10-5 M), BQ-123 (10-6 M), y Furegrelato (10-6 M), en respuesta a la dosis de 
10-5.5 M de insulina. Tal y como se ha mencionado anteriormente, la contracción en respuesta a 
la insulina fue significativamente mayor en los segmentos de aorta procedentes de las ratas de 
24m con respecto a los de las ratas de 3m (P<0.05) y la RC previno este efecto (P<0.05). Sin 
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la contracción de los segmentos de 
arteria aorta en respuesta a la insulina 10-5.5 M con ninguno de los bloqueantes utilizados, 
excepto en los segmentos de aorta de ratas de 24m-RC preincubados con Furegrelato, donde la 












































Figura 31. Contracción de segmentos de arteria aorta procedentes de ratas de 3m (n = 25), ratas de 24m 
(n = 28) y ratas de 24m-RC (n = 39) en respuesta a insulina 10-5.5 M tras la preincubación con vehículo 
(Control), Losartán (10-5 M), BQ-123 (10-6 M) o Furegrelato (10-6 M). Las barras representan la media ± 
S.E.M. * P<0.05 vs. ratas de 3m; # P<0.05 vs. ratas de 24m; $$ P<0.01 vs. su respectivo control. 
 
3.2.1.5. Activación de las vías de señalización intracelular PI3K/Akt y MAPK en 
respuesta a la insulina 
En la Figura 32 se representa la relación proteica de p-eNOS/eNOS (A), de p-Akt/Ak (B), de 
p-MAPK/MAPK (C) y el ratio Akt/MAPK (D) en segmentos de aorta de ratas de 3m, 24m y 
24m-RC preincubados o no con insulina (10-7 M). En condiciones basales, el envejecimiento 
cursó con un aumento significativo de la relación proteica p-MAPK/MAPK (P<0.01) y con una 
disminución de la relación Akt/MAPK (P<0.01) en las arterias de las ratas de 24m con respecto a 
las de 3m. La RC no modificó la relación p-MAPK/MAPK pero si incrementó 
significativamente el ratio p-Akt/Akt (P<0.05) y la relación Akt/MAPK (P<0.05). Ni el 
envejecimiento ni la RC produjeron cambios en la relación proteica p-eNOS/eNOS. 
La insulina, aumentó las relaciones p-eNOS/eNOS (P<0.05), p-Akt/Akt (P<0.01) y               
p-MAPK/MAPK (P<0.01) en las aortas de las ratas de 3m, y las relaciones p-eNOS/eNOS 
(P<0.05) y p-Akt/Akt (P<0.05) en las aortas de las ratas de 24m-RC (P<0.05) En cambio, no se 
encontraron diferencias significativas en ninguna relación proteica en las aortas de ratas de 24m 






































     
      
 
        
Figura 32. Niveles proteicos de eNOS, Akt y MAPK en segmentos de arteria aorta de ratas de 3m          
(n = 4), ratas de 24m (n = 4) y ratas de 24m-RC (n = 4) preincubados o no con insulina 10-7 M. A. 
Relación entre eNOS fosforilado y el contenido total de eNOS. B. Relación entre Akt fosforilado y el 
contenido total de Akt. C. Relación entre MAPK fosforilado y el contenido total de MAPK. D. Relación 
entre el ratio de Akt y el ratio de MPK. Las barras representan la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. su 











































































































































3.2.1.6. Expresión génica de eNOS, IR y GLUT-4 en respuesta a la insulina  
La expresión génica de la eNOS (A), IR (B) y GLUT-4 en segmentos de aorta procedentes de 
ratas de 3m, 24m y 24m-RC incubados o no con insulina (10-7 M) se representan en la Figura 33. 
En condiciones basales, el envejecimiento disminuyó la expresión génica del IR (P<0.05) y del 
GLUT-4 (P<0.05) con respecto a los segmentos de aorta de ratas de 3m, mientras que la RC 
aumentó significativamente la expresión génica del IR (P<0.05).  
La incubación con insulina incrementó la expresión génica de la eNOS (P<0.05) y del IR 
(P<0.05) en las aortas de las ratas de 3m, mientras que en las ratas de 24m y 24m-RC la insulina 
no produjo cambios en la expresión génica de ambos genes. 
 
               
Figura 33. Expresión génica de la eNOS (A), IR (B) y GLUT-4 (C) en segmentos de aorta de ratas de 3m  
(n = 4), ratas de 24m (n = 4) y ratas de 24m-RC (n = 5) preincubados o no con insulina (10-7 M). Las 
barras representan la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. su respectivo control; # P<0.05 vs. ratas de 3m; $ 
























































































3.2.2. Resultados en segmentos de aorta rodeados de PVAT 
3.2.2.1. Expresión génica de eNOS, iNOS, COX-2, TNF-α, IL-6 e IL-1β en el PVAT 
En la Figura 34 se muestran los resultados de la expresión génica de la eNOS (A), iNOS (B), 
COX-2 (C), TNF-α (D), IL-6 (E) e IL-1β (F) en el PVAT de ratas de 3m, 24m y 24m-RC.  
Los niveles de mRNA de la eNOS (P<0.001), iNOS (P<0.01), TNF-α (P<0.01) e IL-1β 
(P<0.05) fueron significativamente más altos en el PVAT de las ratas de 24m respecto al de las 
ratas de 3m. La RC disminuyó los niveles de ARNm de la eNOS (P<0.05), iNOS (P<0.05), TNF-
α (P<0.05) e IL-1β (P<0.05). No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes 
grupos experimentales en el resto de marcadores inflamatorios estudiados. 
   
 
Figura 34. Expresión génica de la eNOS (A), iNOS (B), COX-2 (C), TNF-α (D), IL-6 (E) y de IL-1β (F) 
en el PVAT de ratas de 3m (n = 9), ratas de 24m (n = 8) y de 24m-RC (n = 8). * P<0.05 vs. ratas de 3m; 
** P<0.01 vs. ratas de 3m; *** P<0.001 vs. ratas de 3m # P<0.05 vs. ratas de 24m. 
 
 
3.2.2.2. Efecto del PVAT en la relajación en respuesta a la insulina 
En la Figura 35 se representa la relajación en respuesta a una curva dosis-respuesta de insulina 
en segmentos de aorta procedentes de ratas de 3 m, ratas de 24 m y ratas de 24m-RC recubiertos 
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La presencia de PVAT alrededor de la aorta redujo la relajación en respuesta a la insulina a 
las dosis de 10-8 (P<0.01), 10-7,5 (P<0.01) y 10-7 (P<0.05), y aumentó significativamente el 
LogCE50 (P<0,01) en las ratas de 3m (Figura 35.A). Por el contrario, la preincubación con          
L-NAME de segmentos de aorta rodeados con PVAT (PVAT+L-NAME) indujo una mayor 
relajación en respuesta a la insulina a la dosis de 10-5.5 M (P<0.05) y un aumento significativo 
del LogCE50 (P<0.05). 
Por otro lado, la presencia de PVAT en los segmentos de aorta de las ratas de 24m aumentó 
significativamente la relajación en respuesta a la insulina a las dosis de 10-7,5 (P<0.01) y 10-7-  
10-5,5 M (P<0.001) frente a los segmentos control (Figura 35.B). La preincubación con L-NAME 
en los segmentos con PVAT produjo un aumento de la relajación en respuesta a la insulina a las 
dosis de 10-7,5 (P<0.01) y 10-7-10-5,5 M (P<0.001).  
Por último, la presencia de PVAT alrededor de la aorta, produjo un aumento de la relajación 
en respuesta a la insulina a la dosis de 10-5,5 M (P<0.05) en comparación con los segmentos de 
aorta control (Figura 35.C). Además, los segmentos de aorta con PVAT y L-NAME (PVAT+   
L-NAME) aumentaron significativamente la relajación en respuesta a la insulina a las dosis de    
10-7,5 (P<0.01) y 10-7-10-5,5 M (P<0.001) frente a los segmentos controles preincubados con       
L-NAME.  
Cuando comparamos la respuesta a la insulina en presencia de PVAT alrededor de la aorta 
entre los distintos grupos experimentales, observamos que la relajación en respuesta a la insulina 
fue significativamente mayor en los segmentos de aorta de las ratas de 24m a las dosis de 10-8 
(P<0.01), 10-7,5 (P<0.001), 10-7 (P<0.01), 10-6,5 (P<0.05) respecto a los segmentos de las ratas de 
3m (Figura 35.D), lo que se acompañó de una disminución en el LogCE50 (P<0.01). La RC 
redujo significativamente la relajación en respuesta a la insulina inducida por el envejecimiento a 
las dosis de 10-7-10-5,5 M (P<0.05). 
Por último, la preincubación con L-NAME de los segmentos de aorta rodeados con PVAT 





(P<0.05) y disminuyó el LogCE50 (P<0.05) en las ratas de 24m respecto a los segmentos de aorta 
de 3m (Figura 35.E). La RC no produjo cambios significativos en la relajación en respuesta a la 
insulina. 
 
                  
 
LogCE50 Control L-NAME PVAT PVAT + L-NAME 
3m -7,25 ± 0,08 -7,05 ± 0,10 * -6,88 ± 0,10 **  -6,81 ± 0,00 $ 
24m -7,49 ± 0,06  -7,46 ± 0,09 -7,39 ± 0,09 †† -7,19 ± 0,09 † 
24m-RC -7,22 ± 0,07 -7,35 ± 0,11 -7,20 ± 0,14 -7,25 ± 0,2 
 
Figura 35. Relajación de segmentos de arteria aorta con PVAT o no procedentes de ratas de 3m 
(n = 10), ratas de 24m (n = 5) y ratas de 24m-RC (n = 7) en respuesta a una curva dosis-respuesta de 
insulina en presencia o ausencia de (L-NAME). Cada punto representa la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. su 
respectivo control; ** P<0.01 vs. su respectivo control; *** P<0.001 vs. su respectivo control. # P<0.05 
vs. su respectivo PVAT; ## P<0.01 vs. su respectivo PVAT; ### P<0.001 vs. su respectivo PVAT;           
$ P<0.05 vs. su respectivo L-NAME; $$ P<0.01 vs. su respectivo L-NAME; $$$ P<0.001 vs. su 
respectivo L-NAME; † P<0.05 vs. ratas de 3m; †† P<0.01 vs. ratas de 3m; ††† P<0.001 vs. ratas de 3m; ◊ 
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3.2.2.3. Liberación de NO2 + NO3 en respuesta a la insulina y al PVAT  
La liberación de NO2 + NO3 en respuesta a la insulina (10
-7 M) en segmentos de aorta con y 
sin PVAT se muestra en la Figura 36. El envejecimiento disminuyó la liberación de NO2 + NO3 
en respuesta a la insulina respecto a los segmentos de las ratas de 3m (P<0.05). La presencia de 
PVAT en los segmentos de aorta de rata indujo un incremento de la liberación de NO2 + NO3 
tanto en los segmentos de las ratas de 24m (P<0.05) como en los de las ratas de 24m-RC 
(P<0.05) pero no en los de las ratas de 3m.  
 
Figura 36. Liberación de NO2 + NO3 por segmentos de aorta con y sin PVAT de ratas de 3m (n = 24), 
ratas de 24m (n = 20) y ratas de 24m-RC (n = 25) preincubados con insulina (10-7 M). Las barras 
representan la media ± S.E.M. * P<0.05 vs. su respectivo control. # P<0.05 vs. ratas de 3m. 
 
3.3.Células endoteliales 
3.3.1. Liberación de NO2 + NO3 en respuesta a la insulina 
La liberación de NO2 + NO3 (µM) en condiciones basales y en respuesta a la estimulación de 
las células endoteliales con insulina (10-7 M) se representa en la Figura 37. En condiciones 
basales, el envejecimiento cursó con un incremento significativo de la liberación de NO2 + NO3 
por las células endoteliales de ratas de 24m en comparación con las de 3m (P<0.05). La insulina 





























células endoteliales procedentes de ratas de 3m (P<0.01) y de ratas de 24m-RC (P<0.05) pero no 
en las ratas de 24m. 
 
Figura 37. Liberación de NO2 + NO3 por las células endoteliales de ratas de 3m (n = 24), ratas de 24m   
(n = 20) y ratas de 24m-RC (n = 25) preincubadas o no con insulina (10-7 M). Las barras representan la 
media ± S.E.M. * P<0.05 vs. su respectivo control; ** P<0.01 vs. su respectivo control. # P<0.05 vs. ratas 
de 3m. 
 
3.3.2. Activación de las vías de señalización intracelular PI3K/Akt y MAPK en respuesta 
a la insulina  
En la Figura 38 se representa la relación proteica de p-Akt/Ak (A), p-MAPK/MAPK (B) y el 
ratio Akt/MAPK (C) en cultivos primarios de células endoteliales procedentes de ratas de 3m, 
24m y 24m-RC preincubadas o no con insulina (10-7 M).  
Basalmente, ni la edad ni la RC produjeron diferencias significativas en las relaciones 
proteicas p-Akt/Ak, p-MAPK/MAPK y Akt/MAPK.  
En respuesta a la insulina, la relación p-Akt/Ak aumentó signficativamente tanto en las 
células endoteliales de las ratas de 3m (P<0.01) como en las de las ratas de 24m (P<0.05) y  
24m-RC (P<0.05). Además, también aumentó el ratio p-MAPK/MAPK en las células 
endoteliales de las ratas de 24m (P<0.05) pero no en las ratas de 3m ni en las de 24m-RC. Por 






























relación Akt/MAPK en las ratas de 3m (P<0.01) y en las ratas de 24m-RC (P<0.05), pero no en 
las células procedentes de las ratas de 24m.  
 
          
 
Figura 38. Niveles proteicos de Akt y MAPK en células endoteliales de ratas de 3m (n = 8), ratas de 24m 
(n = 8) y ratas de 24m-RC (n = 8) preincubados o no con insulina 10-7 M. A. Relación entre Akt 
fosforilado y el contenido total de Akt. B. Relación entre MAPK fosforilado y el contenido total de 
MAPK. C. Relación entre el ratio de Akt y el ratio de MAPK. Las barras representan la media ± S.E.M.  
* P<0.05 vs. su respectivo control; ** P<0.01 vs. su respectivo control.  
 
3.3.3. Expresión génica de eNOS e IR en respuesta a la insulina 
La expresión génica de la eNOS (A) y del IR (B) en células endoteliales de ratas de 3m, 24m 
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encontraron diferencias significativas en la expresión de la eNOS y del IR entre las células 
endoteliales procedentes de ninguno de los grupos experimentales.  
 
Figura 39. Expresión génica de eNOS (A) y del IR (B) en células endoteliales de ratas de 3m (n = 4), 



























































































En este trabajo se describen los efectos del envejecimiento y la RC sobre dos aspectos de la 
función cardiovascular como son la respuesta al péptido vasoconstrictor ET-1 y a la hormona 
insulina. El estudio es pertinente ya que numerosos estudios en la literatura han demostrado que con 
la edad hay un deterioro progresivo de la función cardiovascular, que es la base de la elevada 
mortalidad por eventos cardiovasculares entre los pacientes de edad avanzada. Asimismo, la RC se 
ha propuesto como una de las estrategias que podría revertir y/o prevenir las alteraciones 
cardiovasculares producidas por el envejecimiento es la RC (Horrillo, Sierra et al. 2011).  
 
1. EFECTOS DE LA EDAD Y LA RC EN LA COMPOSICIÓN CORPORAL Y EL PERFIL 
METABÓLICO 
Nuestros resultados muestran que las ratas de 24m tienen un mayor peso corporal y una mayor 
cantidad de grasa visceral y subcutánea que las ratas de 3m. Por el contrario, el envejecimiento 
cursa con una disminución significativa del peso del gastrocnemio y del corazón. La pérdida de 
masa muscular asociada al envejecimiento, denominada sarcopenia, es debida tanto a un aumento 
de la apoptosis como de la proteólisis de las fibras musculares (Agarwal and Sohal 1994, Boyle, 
Shih et al. 2011). El aumento del tejido adiposo asociado al envejecimiento es debido tanto a una 
hipertrofia de los adipocitos (Sertié, Caminhotto et al. 2015) como la desregulación del 
metabolismo lipídico en los adipocitos subcutáneos, lo que provoca que los NEFAs liberados por 
los adipocitos se acumulen en otros tejidos como el tejido adiposo visceral y en tejidos no adiposos, 
como el músculo esquelético y cardíaco, el hígado y el páncreas (Després and Lemieux 2006, Rossi, 
Fantin et al. 2011).  
Diversos estudios publicados con anterioridad apuntan que la RC es una estrategia útil para 
revertir este perfil metabólico (Coker, Miller et al. 2012, De Solís, Fernández-Agulló et al. 2012). 
Nuestros resultados avalan los previamente descritos en la literatura, ya que una RC del 20% de la 




tejido adiposo (visceral y subcutáneo) e incrementa el peso del corazón y el gastrocnemio (Coker, 
Miller et al. 2012, Sierra Rojas, García-San Frutos et al. 2016). 
Respecto al perfil lipídico, nuestros resultados muestran que el envejecimiento cursa con un 
aumento en la concentración sérica de triglicéridos lo que concuerda con lo previamente descrito en 
la literatura tanto en animales de experimentación (Murawski, Kriesten et al. 1989) como en seres 
humanos (Greenfield, Kraemer et al. 1980). Por el contrario, los niveles séricos de triglicéridos en 
las ratas 24m-RC fueron significativamente más bajos que en las ratas 24m. Igualmente, la 
aplicación de un protocolo de RC a ratas de diferentes edades se asoció con una disminución en los 
niveles plasmáticos de triglicéridos y previno algunas alteraciones asociadas a la edad como la 
pérdida de la capacidad de respuesta lipolítica de los adipocitos al glucagón y las catecolaminas 
(Masoro, Bertrand et al. 1979) y la pérdida de la función de la masa muscular (Liepa, Masoro et al. 
1980). 
 Además del aumento en los niveles séricos de triglicéridos el envejecimiento también se asocia 
con una elevación en los niveles de colesterol (Abbott, Garrison et al. 1983, Mc Auley and Mooney 
2014), lo que tiene un impacto significativo en el riesgo de enfermedad cardiovascular (Gould, 
Davies et al. 2007). Nuestros datos coinciden con los publicados por Carlson et al., en los que los 
niveles séricos de colesterol estaban significativamente aumentados en ratas macho Sprague-
Dawley (SD) de 24 semanas de edad (Carlson, Fr\"o et al. 1968). Sin embargo, el protocolo de RC 
utilizado en este estudio no modificó las concentraciones séricas de colesterol en las ratas de 24m. 
Por el contrario, otros autores observaron que una RC del 50% de la ingesta diaria a lo largo de la 
vida reduce considerablemente los niveles séricos de colesterol en ratas de edad avanzada (Cirilo, 
Schoffen et al. 2013). Por tanto, estos resultados parecen indicar que la intervención dietética 
utilizada en nuestro estudio no es lo suficientemente efectiva como para disminuir los niveles 
séricos de colesterol. 
Los NEFA son ácidos grasos libres que son liberados de las reservas de triglicéridos de los 




liberación, así como la absorción de NEFAs circulantes por tejidos tales como el músculo 
esquelético y el hígado, está regulada por la acción de la insulina y modulada por la actividad 
adrenérgica (Mozaffarian 2007). Los niveles elevados de NEFAs en el plasma son una característica 
común del envejecimiento tanto en humanos como en roedores (Bonadonna, Groop et al. 1994, 
Tessari 2000) y se asocian con la disminución del transporte de glucosa en el músculo esquelético 
(Yu, Chen et al. 2002) y, por lo tanto, con resistencia a la insulina (Gao, Zhang et al. 2004). En este 
sentido, se ha demostrado que la elevación aguda de los NEFAs puede disminuir la sensibilidad a la 
insulina (Hawkins, Barzilai et al. 1997, Xiao, Giacca et al. 2009) induciendo la expresión y 
secreción de citoquinas proinflamatorias en el tejido adiposo (Krogh-Madsen, Plomgaard et al. 
2008). En nuestro estudio, en contra de lo esperado, hemos observado que el envejecimiento cursa 
con una disminución de los niveles séricos de NEFAs. Igualmente, Escriba et al., encontraron una 
disminución en los niveles de estos ácidos grasos en un estudio realizado en ratas. Estos menores 
niveles de NEFAs (Escriva, Agote et al. 1997) podrían atribuirse a una mayor utilización de ácidos 
grasos hepáticos para la síntesis de triglicéridos (Murthy, Oredipe et al. 1986). En nuestro estudio, 
la RC disminuyó los niveles séricos de NEFAs, probablemente debido a la disminución de la masa 
grasa y a la mejora del estado inflamatorio, lo que podría estar relacionado con la mejora de la 
sensibilidad a la insulina, tal y como se ha descrito previamente (Horrillo, Sierra et al. 2011).  
 
2. EFECTOS DE LA EDAD Y LA RC SOBRE LA FUNCIÓN CARDÍACA  
Para valorar los efectos del envejecimiento y de la RC sobre la función cardíaca hemos analizado 
la presión de perfusión de las arterias coronarias, la contractilidad del miocardio y la frecuencia 
cardiaca mediante la técnica del corazón perfundido (Langendorff) en corazones de ratas de 3m, 
24m y 24-RC.  
En condiciones basales, no se encontraron diferencias significativas en la presión de perfusión de 
las arterias coronarias entre los distintos grupos experimentales. Sin embargo, las ratas de 24m 




respecto a las ratas de 3m. La disminución de la frecuencia cardíaca en las ratas de 24m podría 
deberse, al menos en parte, a la disminución en el número de células marcapasos en el nódulo 
sinoauricular (Lakatta 1993), tal y como se ha descrito previamente (Ferrari, Radaelli et al. 2003), 
lo que podría justificar el incremento de la presión intraventricular ya que al aumentar la duración 
del ciclo cardíaco al corazón le daría más tiempo a incrementar la presión intraventricular en cada 
latido. El aumento de la presión intraventricular podría asociarse también a la rigidez vascular 
asociada al envejecimiento (Lee and Oh 2010) que induce un incremento de la carga del ventrículo 
izquierdo (postcarga), lo que a largo plazo puede derivar en hipertrofia ventricular (London, Covic 
et al. 2011), y aumentar el riesgo de ECV (Safar, Chahwakilian et al. 2006).  
En las ratas sometidas a RC estos parámetros funcionales no diferían de los de las ratas de 24m, 
al igual que observaron AlGhatrif et al., que describieron que 4 semanas de RC en ratones de 7 
meses no modificaba la función cardiaca (AlGhatrif, Watts et al. 2013). Del mismo modo, tanto la 
RC durante 30-35 semanas en ratones utilizada en el estudio de Taffet et al., (Taffet, Pham et al. 
1997), como la RC del 40% durante 22 meses en ratas Fischer344 llevada a cabo en el trabajo de 
Shinmura et al., (Shinmura, Tamaki et al. 2011) no alteraron la disminución de la función sistólica 
del ventrículo izquierdo ni la disminución del relleno diastólico temprano asociados al 
envejecimiento. 
 
3. EFECTOS DE LA EDAD Y LA RC SOBRE LA FUNCIÓN CARDÍACA EN RESPUESTA A 
LA ET-1 
Tal y como se ha mencionado anteriormente, el envejecimiento cursa con alteraciones vasculares 
que se caracterizan por una disminución en la respuesta a sustancias vasodilatadoras como el NO y 
un aumento en la respuesta a sustancias vasoconstrictoras como la ET-1 (Donato, Lesniewski et al. 
2005, Shipley and Muller-Delp 2005). No obstante, en contra de lo esperado, nuestros resultados 
muestran que la vasoconstricción de las arterias coronarias en respuesta a la ET-1 fue menor en las 




Muller en arterias coronarias aisladas de ratas (Shipley and Muller-Delp 2005) donde observaron 
que la disminución en la vasoconstricción coronaria en respuesta a la ET-1 se debía a un incremento 
en la liberación basal de NO desde el endotelio debido a un aumento en la expresión de la eNOS. 
En nuestro estudio, la expresión de la eNOS estaba disminuida en el corazón de las ratas de 24m, 
por lo que esta enzima no parece estar implicada en la disminución de la vasoconstricción coronaria 
en respuesta a la ET-1 en las ratas de 24m. Sin embargo, nuestros resultados mostraron un aumento 
en la expresión génica de la iNOS en el miocardio de las ratas de 24m en comparación con las ratas 
de 3m. La iNOS, que basalmente está continuamente activa, se expresa principalmente en los 
macrófagos (Wilcox, Subramanian et al. 1997) y su expresión aumenta en respuesta a citoquinas 
inflamatorias como el TNF-α (Nathan and Xie 1994). En nuestro estudio, la expresión del TNF-α 
está aumentada en el corazón de las ratas de 24m lo que podría estar relacionado con el aumento en 
la expresión de la iNOS. Es posible, por tanto, que el NO producido por la iNOS difunda hasta las 
arterias coronarias donde podría disminuir la vasoconstricción coronaria en respuesta a la ET-1 en 
las ratas de 24m.  
Por otro lado, se ha descrito que el envejecimiento cursa con un aumento de la senescencia de las 
células endoteliales (Csiszar, Ungvari et al. 2004) por una disminución de la expresión de Sirtuina 1 
(SIRT1), lo que también podría disminuir la sensibilidad a sustancias vasoactivas como la ET-1. 
Los cambios en la vasoconstricción coronaria en respuesta a la ET-1 fueron atenuados por la RC 
manteniéndose, sin embargo, elevadas tanto la expresión génica de la iNOS como del TNF-α en el 
tejido cardíaco. Estos resultados indicarían que el aumento en la respuesta vasoconstrictora de la 
ET-1 en las arterias coronarias de las ratas de 24m-RC no estaría mediado por una disminución del 
NO procedente de la iNOS sino por otros mecanismos, entre los que podría encontrarse un aumento 
en la expresión de SIRT1 en la vasculatura (Rippe, Lesniewski et al. 2010). Es posible, por tanto, 
que el aumento en la expresión de SIRT-1 en respuesta a la RC disminuya el número de células 
endoteliales senescentes, aumentando de esta manera la sensibilidad del endotelio a las sustancias 




En cuanto a la contractilidad miocárdica, medida por los cambios en el dP/dt, observamos que la 
ET-1 tiene un efecto bifásico. A concentraciones suprafisiológicas, la ET-1 redujo el dP/dt en todos 
los grupos experimentales, este efecto se debe probablemente a la disminución de la perfusión 
miocárdica provocada por la fuerte vasoconstricción coronaria producida por la ET-1 a elevadas 
concentraciones (Clozel and Clozel 1989), lo cual podría producir cierto grado de isquemia que se 
traduciría en una disminución de la contractilidad. Por el contrario, concentraciones bajas de ET-1 
aumentaron la contractilidad miocárdica en los tres grupos experimentales, siendo este aumento de 
la contractilidad superior en las ratas de 24m que en las ratas de 3m y 24m-RC. El aumento en la 
contractilidad del miocardio en respuesta a la ET-1 (Ishikawa, Yanagisawa et al. 1988) se ha 
descrito en diferentes especies animales como las ratas (Krämer, Smith et al. 1991), los conejos 
(Takanashi and Endoh 1991), los hurones (Wang, Paik et al. 1991) y los seres humanos. Se ha 
demostrado que en los seres humanos el efecto inotrópico positivo de la ET-1 está mediado por la 
activación de receptores de ET-1 del subtipo ETA (Pieske, Beyermann et al. 1999) ya que la 
infusión de un antagonista de ETA indujo una reducción significativa de la contractilidad miocárdica 
(Kaumann, Bartel et al. 1999). El efecto de la activación del receptor subtipo ETB sobre la 
contractilidad miocárdica ha sido menos estudiado, pero hay evidencias de que este receptor podría 
tener efectos inotrópicos negativos (Piuhola, M\"a et al. 2003, Leite-Moreira and Brás-Silva 2004). 
Aunque nuestros resultados indican que la expresión de los receptores ETA en el corazón no se 
modifica en ningún grupo experimental, la expresión génica de los receptores ETB disminuye con la 
edad, y aumenta significativamente con la RC, siendo la expresión de este receptor en las ratas de 
24m-RC similar a la de las ratas de 3m. Es posible, por tanto, que en los corazones de las ratas de 
3m y 24m-RC, los efectos de ETA y ETB se anulen entre sí, mientras que en las ratas de 24m la 
expresión reducida de receptores ETB permita que el efecto inotrópico positivo de los receptores 
ETA predomine.  
Para determinar si los cambios en la contractilidad miocárdica en respuesta a la ET-1 estaban 




ya que se ha descrito que la ET-1 puede ser producida localmente en el corazón en células 
endoteliales coronarias/miocárdicas y actuar como una sustancia paracrina (Oie, Vinge et al. 1997, 
Chen, Evans et al. 2000, Yamamoto, Masuyama et al. 2000). Nuestros resultados muestran un 
aumento de la expresión de ET-1 en el corazón de las ratas de 24m que no se modificaba en 
respuesta a la RC. Igualmente otros autores han encontrado niveles aumentados de ET-1 en 
corazones de ratas de edad avanzada (Iemitsu, Miyauchi et al. 2002). Sin embargo, no existen 
estudios en la literatura en los que se haya medido la expresión génica de ET-1 en respuesta a la 
RC. En nuestra opinión, nuestros resultados sugieren que los niveles aumentados de ET-1 en el 
corazón de las ratas de 24m podrían tener un efecto paracrino sobre los cardiomiocitos y contribuir 
a algunas de las alteraciones cardiacas asociadas a la edad. 
El último parámetro cardiaco analizado en nuestro estudio en respuesta a la ET-1 es el cambio de 
la frecuencia cardiaca. Nuestros resultados muestran que la frecuencia cardíaca en respuesta a la 
ET-1 aumenta con la edad y se restablece con la RC a valores similares a los de las ratas de 3m. 
Este efecto cronotrópico positivo de la ET-1 en las ratas de 24m sólo se observó a dosis altas de  
ET-1 (10-8 y 10-7 M), lo que podría estar relacionado con la baja frecuencia cardiaca basal de estos 
animales. Aunque se ha descrito que la ET-1 aumenta la frecuencia cardíaca (Ishikawa, Yanagisawa 
et al. 1988), no está del todo claro el tipo de receptor implicado en dicha acción. En este sentido, se 
ha descrito que la infusión del antagonista del receptor ETB BQ-788 en ratas Wistar tiene un efecto 
cronotrópico positivo (Arıcı, Buyukdeligoz et al. 2013) mientras que la infusión de Bosentan 
(antagonista dual de ETA y ETB) no produce cambios en la frecuencia cardiaca (Kolettis, 
Baltogiannis et al. 2008). En base a estos resultados previos, y dado que la expresión génica de ETB 
está aumentada en los corazones de las ratas de 24m-RC, es posible que el restablecimiento de la 
frecuencia cardiaca observado en las ratas de 24m-RC se deba al aumento del número de receptores 
ETB en el corazón., lo que contrarrestaría los efectos cronotrópicos positivos de la ET-1 observados 





4. EFECTOS DE LA EDAD Y LA RC SOBRE LA EXPRESIÓN DE MARCADORES 
PROINFLAMATORIOS Y PROFIBRÓTICOS EN EL MIOCARDIO 
El envejecimiento se asocia con inflamación en diferentes órganos y tejidos incluyendo el 
sistema cardiovascular (Michaud, Balardy et al. 2013). En este estudio, aunque la expresión génica 
de algunos marcadores inflamatorios como la COX-2, IL-6, o IL-1β y del marcador profibrótico 
TGF-β1 no se modificó en respuesta al envejecimiento en el corazón, sí encontramos una 
sobreexpresión de la iNOS y del TNF-α en el tejido miocárdico de las ratas de 24m de edad. 
Igualmente, se ha encontrado que la expresión de ambos factores aumenta tanto en el corazón (Han, 
Turdi et al. 2012) como en las arterias coronarias (Csiszar, Ungvari et al. 2003) de ratas de 
avanzada edad lo que indica que el envejecimiento cursa con un estado de inflamación leve en estos 
tejidos. Sin embargo, aunque se ha descrito que la RC reduce la expresión de citoquinas 
proinflamatorias (Sherman, Frumin et al. 2011), nuestros resultados muestran que el protocolo de 
RC utilizado en este estudio no disminuye la expresión de citoquinas y mediadores inflamatorios en 
el tejido cardíaco de las ratas de 24m. Igualmente, este mismo protocolo de RC no previno el 
aumento en la expresión de TNF-α inducida por el envejecimiento en otros tejidos como el hígado o 
el tejido adiposo (Horrillo, Sierra et al. 2011), lo que podría explicarse por la pequeña reducción en 
la ingesta calórica (20%) o la corta duración de la RC (3 meses). De hecho, un protocolo más 
prolongado de RC (10% durante 9 meses) o una reducción más severa en la ingesta de alimentos 
(40% durante 10 días) disminuyó significativamente la expresión de varios genes implicados 
inflamación tanto en suero (Spaulding, Walford et al. 1997), como en el tejido adiposo (Higami, 
Barger et al. 2006) y renal (Jung, Lee et al. 2009) de animales de edad avanzada. 
Igualmente, aunque muchos trabajos demuestran que el envejecimiento cursa con un incremento 
en la expresión génica del marcador profibrótico TGF-β1 (Cai, Yuan et al. 2012), en nuestro estudio 
la expresión de este marcador en el corazón no difiere en los distintos grupos experimentales. Del 




(Stevanovic, Starcevic et al. 2012) modifican los niveles de expresión de este factor de crecimiento 
en el corazón.  
  
5. EFECTOS DE LA EDAD Y LA RC EN LA RESPUESTA DE LAS ARTERIAS RENALES A 
LA ET-1 
Además del deterioro de la función cardíaca, el envejecimiento cursa con alteraciones en la 
función renal que se deben, en gran parte, a cambios en la circulación renal (Lindeman 1990). Por 
este motivo en este estudio, hemos analizado los posibles efectos beneficiosos de un protocolo de 
RC moderado sobre las alteraciones en la circulación renal inducidas por el envejecimiento y 
específicamente en la respuesta de las arterias renales al péptido vasoconstrictor ET-1.  
Nuestros resultados muestran que el envejecimiento cursa con un incremento en la respuesta 
contráctil a la ET-1 en las arterias renales que no se previene, e incluso se acentúa, en respuesta a la 
RC. De forma similar, se ha observado una respuesta contráctil mayor a ET-1 en ratas de edad 
avanzada tanto en arterias renales (Seo and Lüscher 1995, Meyer, Barton et al. 2014) como en otros 
lechos vasculares como la aorta (Rubio, Baños et al. 2006, Zanetti, Gortan Cappellari et al. 2010, 
Meyer, Barton et al. 2014) o las arteriolas de los músculos esqueléticos (Donato, Lesniewski et al. 
2005). La mayor contracción a ET-1 en segmentos de arteria renal de ratas de 24m no parece estar 
mediada por una mayor síntesis de ET-1 en el tejido arterial, ya que los niveles de ARNm de ET-1 
no se modificaron entre los grupos experimentales. Sin embargo, otros autores han descrito un 
aumento de los niveles proteicos de ET-1 en arterias renales de ratas de avanzada edad (Goettsch, 
Lattmann et al. 2001). Estos datos contradictorios pueden deberse a la cuantificación de los niveles 
de ARNm vs la proteína o bien al uso de diferentes cepas de rata (Wistar vs WKY).  
La respuesta contráctil a la ET-1 en segmentos de arterias renales se asoció con un aumento del 
LogCE50 después del bloqueo de los receptores ETA con BQ-123 en todos grupos experimentales, lo 
que pone de manifiesto la implicación de los receptores ETA en la respuesta vasoconstrictora a la 




significativo del LogCE50 en los segmentos de arterias renales procedentes de las ratas de 24m y 
24m-RC. Estos datos indican que los receptores ETB también estarían implicados en la respuesta 
contráctil a ET-1 en los segmentos de arterias renales procedentes de ratas de 24m, tal y como se ha 
descrito en otros lechos vasculares como las arteriolas coronarias aisladas (Leblanc, Chen et al. 
2013). Igualmente, algunos autores han descrito que la respuesta vascular a la ET-1 en individuos 
de edad avanzada no sólo está mediada por ETA, sino también por los receptores ETB los cuales 
inducen contracción derivada de endotelio en ciertas condiciones, incluyendo el envejecimiento 
(Shah 2007, Vanhoutte and Tang 2008). Sin embargo, otros autores han publicado que los 
receptores ETB no están implicados en el aumento de la contracción vascular en respuesta a ET-1, 
ni en las arterias coronarias de ratas de avanzada edad (Korzick, Muller-Delp et al. 2005) ni en el 
antebrazo de ancianos humanos (Van Guilder, Westby et al. 2007). Estos resultados opuestos 
podrían explicarse debido a los diferentes lechos vasculares y también debido a las diferentes 
especies (ratas vs seres humanos) o cepas de rata (Wistar vs Fischer 344). 
El bloqueo de la NOS con L-NAME aumentó la respuesta contráctil de las arterias renales a la 
ET-1 en las ratas de 3m, lo que se acompañó de una disminución significativa del LogCE50. Este 
resultado evidencia que el NO amortigua la vasoconstricción en respuesta a la ET-1 en las ratas de 
3m. Por el contrario, en las ratas de 24m la preincubación con L-NAME no disminuyó el LogCE50, 
aunque aumentó significativamente la respuesta contráctil de los segmentos arteriales a la ET-1 a 
altas concentraciones, posiblemente por la inhibición de la iNOS, que en este grupo se encuentra 
incrementada. En las arterias renales procedentes de las ratas de 24m-RC el bloqueo de la NOS no 
indujo ningún efecto, lo que concuerda con la menor expresión de la iNOS en las arterias renales de 
las ratas de este grupo experimental, al igual que observaron otros autores en aorta de rata (Zanetti, 
Gortan Cappellari et al. 2010). 
La mayor respuesta a la ET-1 de los segmentos de arteria renal procedentes de las ratas de    
24m-RC frente a los de ratas de 24m, podría deberse al incremento en los niveles proteicos del 




significativamente en las arterias renales de las ratas de 24m, independientemente de que hubieran 
estado sometidas o no a RC, lo que podría estar relacionado con una retroalimentación negativa en 
la expresión génica de este receptor debido al incremento en los niveles circulantes de ET-1 
inducido por edad (Nyberg, Mortensen et al. 2013). 
Es posible, por tanto, que el mayor efecto vasoconstrictor en respuesta a la ET-1 en las arterias 
renales de las ratas de 24m, se deba, al menos en parte, a la disminución en los receptores ETB, 
mientras que en las ratas de 24m-RC la expresión aumentada de receptores ETA y disminuida de la 
iNOS permitiría que el efecto vasoconstrictor de los receptores ETA predominara, aumentando por 
tanto la respuesta vasoconstrictora. Sin embargo, dado que el análisis de los niveles proteicos tanto 
de ETA como de ETB se realizó en el vaso completo, no es posible evaluar con certeza la cantidad 
exacta de estos receptores en el músculo y en el endotelio. 
En contra de lo esperado, los resultados obtenidos en las arterias coronarias y en las arterias 
renales en respuesta a la ET-1 en nuestro estudio son opuestos, ya que en las arterias coronarias el 
envejecimiento cursa con una menor respuesta vasoconstrictora en respuesta a la ET-1 siendo éste 
efecto revertido por la RC, mientras que en las arterias renales el envejecimiento cursa con una 
mayor respuesta contráctil en respuesta a la ET-1 y la RC no previene este efecto. Estas diferencias 
podrían explicarse, al menos en parte, debido a que la medida de la vasodilatación coronaria no se 
realizó en arterias coronarias aisladas, sino que éstas estaban unidas al tejido miocárdico. Aunque 
tanto las arterias renales como el tejido cardiaco tenían aumentada la expresión génica de la iNOS, 
es posible que la elevada expresión de la iNOS en el miocardio, al ser éste un tejido de mayor 
tamaño, genere mayores cantidades de NO que difundirían a las arterias coronarias enmascarando el 
efecto contráctil de la ET-1 en las ratas de avanzada edad. Además, mientras que en el tejido arterial 
renal se pudo medir la expresión de los receptores de ET-1 en las arterias coronarias no, de modo 
que no podemos atribuir estas diferencias a los receptores de ET-1. Por tanto, nuestros resultados 




contradictorios se deben a la diferencia en la expresión de los receptores de ET-1 o a que las arterias 
coronarias no fueron aisladas.  
Respecto al efecto de la RC, los resultados también difieren entre las arterias renales y las 
coronarias ya que la RC no previene las alteraciones en la función vascular inducidas por el 
envejecimiento en las arterias renales pero si en las coronarias. Sin embargo, no modificó la 
expresión génica de diferentes marcadores proinflamatorios y profibróticos en el corazón mientras 
que sí mostró efectos significativos en los niveles de ARNm de diferentes marcadores en las arterias 
renales. Estos cambios consistieron en una disminución de expresión del gen de la iNOS, un 
aumento de la expresión génica de la eNOS y del contenido proteico de los receptores ETA. 
Igualmente, se ha descrito en la literatura que la RC previene la disfunción endotelial en segmentos 
de aorta de ratas de avanzada edad a través de una disminución de la expresión génica de la iNOS 
(Zanetti, Gortan Cappellari et al. 2010). Además, en el estudio realizado por Zanetti et al., también 
encontraron una mejoría en la función vascular en ratas viejas sometidas a RC probablemente 
debido a una disminución del estrés oxidativo ya que, en este estudio, la RC redujo la producción de 
NO2 + NO3, y la formación de peroxinitrito y aumentó la actividad de la superóxido dismutasa 
(SOD). Sin embargo, en nuestro estudio no encontramos diferencias en la respuesta a la ET-1 entre 
las ratas de 24m y las de 24m-RC. Estos resultados opuestos pueden explicarse por las diferencias 
en el protocolo de RC, por las diferencias en los lechos vasculares (arteria renal vs aorta), y también 
por las diferencias en la edad de las ratas jóvenes (3m vs 6m). Del mismo modo, los cambios 
morfológicos o bioquímicos no siempre se traducen en cambios funcionales, como ocurre con el 
tratamiento con ERAs (Endothelin receptor antagonists) en ratas de avanzada edad en las que la 
reducción de la glomerulosclerosis renal y la mejora de la ultraestructura de los podocitos no da 
lugar ni a una mejoría de la función renal ni a cambios en la presión sanguínea (Ortmann, Amann et 





6. EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y LA RC SOBRE LA FUNCIÓN CARDÍACA EN 
RESPUESTA A LA INSULINA 
En la segunda parte de este estudio se han analizado los efectos del envejecimiento y de la RC 
sobre la función cardíaca, estudiando la relajación de las arterias coronarias, la contractilidad del 
miocardio y la frecuencia cardiaca tanto en condiciones basales como en respuesta a la 
administración de dosis crecientes y acumulativas de insulina.  
En cuanto a la respuesta de las arterias coronarias a la insulina, encontramos que en las ratas de 
3m la insulina producía vasodilatación a bajas concentraciones y vasoconstricción a la 
concentración más alta estudiada (10-7 M). Igualmente, se ha descrito que la insulina induce 
relajación en diferentes lechos vasculares como las arterias mesentéricas (Mimaki, Kawasaki et al. 
1998), pulmonares (Aye, Sheedy et al. 2003), renales (Molinari, Battaglia et al. 2001), cerebrales, 
(Olver, McDonald et al. 2017) coronarias (Katakam, Tulbert et al. 2005) y aorta (Subramaniam, 
Achike et al. 2009). Sin embargo, la insulina a dosis bajas no indujo vasodilatación en las arterias 
coronarias de las ratas de 24m, independientemente de si éstas habían estado o no sometidas a RC. 
Nuestros resultados concuerdan con los publicados previamente ya que se ha descrito que el 
envejecimiento cursa con resistencia vascular a la insulina (Cefalu 2001, Reaven 2004) mediada por 
una disminución de la activación de la vía de señalización PI3K/Akt, manteniéndose inalteradas, sin 
embargo, las acciones proliferativas y vasoconstrictoras ligadas a la vía de señalización MAPK 
(Muniyappa, Montagnani et al. 2007).  
Para determinar si los efectos de la insulina en el corazón de las ratas de los tres grupos 
experimentales estaban mediados por la activación de la vía PI3K/Akt, algunos corazones se 
preincubaron con Wortmanina, antagonista de la enzima PI3K, antes de la curva de insulina, 
observándose un bloqueo en la relajación de las arterias coronarias de las ratas de 3m en respuesta a 
la insulina. Se ha descrito que la activación de la vía de la PI3K/Akt media los efectos 




2015) y arterias coronarias (Contreras, Sánchez et al. 2011), así como la liberación de NO en las 
células endoteliales (Montagnani, Chen et al. 2001).  
La dosis más alta de insulina (10-7 M) produjo vasoconstricción en las arterias coronarias de las 
ratas de los tres grupos experimentales siendo esta vasoconstricción mayor en los corazones de las 
ratas de 24m que en los corazones de las ratas de 3m. Igualmente, otros autores han encontrado que 
la respuesta vasoconstrictora en respuesta a dosis altas de insulina (1.5 × 10−6 mol/l) en la arteria 
femoral de ratas SD aumenta con la edad (Li, Xiong et al. 2009), efecto que se atribuyó a la menor 
activación de la eNOS, lo que deriva en una menor producción de NO biodisponible para producir 
la relajación arterial (Li, Xiong et al. 2009). En nuestro estudio, la expresión basal de la eNOS fue 
mayor en los corazones de las ratas de 3m que en los corazones de las ratas de 24m, y aumentó en 
respuesta a la insulina en las ratas de 3m pero no en las de 24m. Estos resultados indican que en el 
corazón de las ratas de 3m la insulina tras la unión a su receptor activa la vía de la PI3K/Akt, dando 
lugar a la fosforilación y la consiguiente activación de la eNOS, generando un aumento de la 
producción y biodisponibilidad de NO que difundiría al músculo liso de las arterias coronarias 
produciendo su relajación. Sin embargo, en las ratas de 24m esta vía estaría menos activada lo que 
resultaría en una menor producción de NO en respuesta a la insulina.  
La RC se ha propuesto como un procedimiento eficaz para prevenir algunas de las disfunciones 
vasculares y cardíacas asociadas con el envejecimiento (Weiss and Fontana 2011). Sin embargo, el 
protocolo de RC utilizado en nuestro estudio, no mejora la resistencia vascular a la insulina en las 
arterias coronarias inducida por el envejecimiento ni aumenta significativamente la expresión de la 
eNOS en el tejido miocárdico. Esto podría deberse a que nuestro protocolo de RC es muy leve 
como para producir una mejora en la resistencia a la insulina en las arterias coronarias. De hecho, 
en otro estudio en el que se realizó un protocolo de RC más severo (30-50% durante toda la vida 
desde el destete) en roedores y monos, se observó una mejora de la disfunción endotelial asociada a 
la edad y un aumento en la expresión de la eNOS (Ungvari, Parrado-Fernandez et al. 2008, Weiss 




este estudio sí resulta eficaz para mejorar la resistencia a la insulina en otros tejidos como el tejido 
adiposo y el hipotálamo (García-San Frutos, Fernández-Agulló et al. 2012, Sierra Rojas, García-San 
Frutos et al. 2016). Es posible, por tanto, que los mecanismos implicados en la resistencia a insulina 
difieran en los distintos tejidos. 
Respecto a los efectos de la insulina sobre la contractilidad cardíaca, nuestros resultados 
muestran un aumento significativo de la contractilidad en las ratas de 3m en respuesta a la insulina, 
tal y como reflejan el aumento en la presión intraventricular y el dP/dt. Estos resultados corroboran 
lo descrito por Stehr et al., (Stehr, Pexa et al. 2007) y en Ren et al., (Ren, Walsh et al. 1999), que 
observaron que la infusión de insulina en el corazón aislado tiene un efecto inotrópico positivo. Por 
el contrario, la contractilidad cardiaca en respuesta a la insulina fue menor en los corazones de las 
ratas de 24m con respecto a las de 3m. Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros 
autores, que observaron que la contractilidad cardiaca en respuesta a la insulina era menor en 
corazones aislados de ratas SD de 24 meses que en ratas de 6 meses de edad (Li, Xiong et al. 2009).  
La RC revirtió la disminución de la presión intraventricular y la contractilidad cardiaca en 
respuesta a la insulina inducidas por el envejecimiento. El bloqueo de la vía PI3K/Akt en los 
corazones, previene el aumento de la contractilidad cardíaca inducido por la insulina tanto en las 
ratas de 3m como en las de 24m-RC, pero no en las ratas de 24m, lo que indica que el aumento de la 
contractilidad en respuesta a la insulina en estos dos grupos experimentales estaría mediado por la 
activación de esta vía. La vía PI3K/Akt está implicada en la regulación de la función contráctil del 
corazón, por lo que el deterioro de esta vía de señalización se considera un determinante importante 
de la función cardíaca (Condorelli, Drusco et al. 2002, Catalucci and Condorelli 2006). La 
activación de Akt aumenta la intensidad de corriente de Ca2+ en los cardiomiocitos (Catalucci and 
Condorelli 2006, Sun, Kerfant et al. 2006) y su inhibición la disminuye (Catalucci and Condorelli 
2006, Sun, Kerfant et al. 2006), debido a que Akt juega un papel central en la regulación de la 
formación del complejo del canal de Ca2+ de tipo L (Catalucci, Zhang et al. 2009). Catalucci et al., 




degradación de la subunidad Cavα1 del canal de Ca
2+ tipo L (Catalucci, Zhang et al. 2009), de modo 
que se produce un aumento de la intensidad de corriente de Ca2+ en los cardiomiocitos lo que, en 
última instancia, produce el incremento de la contractilidad cardiaca. 
 Con el objetivo de determinar la activación de las dos principales vías de señalización 
intracelular en respuesta a insulina, se cuantificaron los niveles proteicos de p-Akt/Akt y de           
p-MAPK/MAPK en los corazones de los tres grupos experimentales, tanto basalmente como en 
respuesta a la insulina y se calculó el ratio Akt/MAPK. Nuestros resultados muestran que en 
respuesta a la insulina predomina la activación de la vía PI3K/Akt en las ratas de 3m y 24m-RC 
frente a la vía MAPK, mientras que en las ratas de 24m hay una disminución de la activación de la 
vía PI3K/AKT. Por lo tanto, el envejecimiento cursa con alteraciones en la activación de las vías   
p-Akt/Akt y p-MAPK/MAPK en respuesta a la insulina en el corazón, produciendo una 
disminución de la contractilidad cardiaca por una reducción de la activación de la vía PI3K/Akt. 
Una RC leve podría ser una estrategia eficaz para mejorar la regulación funcional del canal de Ca2+ 
tipo L, contribuyendo así a una mejora en la función contráctil de los cardiomiocitos.  
Para determinar si los cambios encontrados en la activación de las vías de señalización de la 
insulina se debían a alteraciones en el IR, cuantificamos la expresión génica del IR en condiciones 
basales y en respuesta a la insulina en los corazones de los tres grupos experimentales. Observamos 
que basalmente no hay cambios significativos entre los tres grupos experimentales, pero en 
respuesta a la insulina la expresión génica de este receptor aumentó en los corazones de las ratas de 
3m, disminuyó en los de las ratas de 24m y no se vio modificada en los de las ratas de 24m-RC. 
Algunos autores han descrito que el envejecimiento produce una disminución de los niveles de 
expresión del IR en el corazón (Torlińska, Maćkowiak et al. 2000, Masternak, Al-Regaiey et al. 
2006), y que estos IR tienen una menor afinidad por la insulina que los IR de los corazones de las 
ratas jóvenes (Torlińska, Maćkowiak et al. 2000). En cambio, una RC del 30% durante 19 meses en 
ratones revierte la disminución del IR en el corazón (Masternak, Al-Regaiey et al. 2006), efecto que 




sometidos a RC pueden deberse a diferencias en el uso de animales (ratones vs ratas), o diferencias 
tanto en la duración (19 meses vs 3 meses) como en la severidad de la RC (30% vs 20%).  
Debido a que la expresión del transportador de glucosa GLUT-4 es el último paso en la cascada 
de señalización de la insulina, y puesto que hemos observado que tanto la expresión del IR como la 
activación de la vía PI3K/Akt en los corazones se ve modificada por el envejecimiento, 
cuantificamos la expresión génica del GLUT-4 en los corazones de las ratas de los tres grupos 
experimentales en condiciones basales y en respuesta a la insulina. El transportador GLUT-4 es el 
responsable de la captación de glucosa en adipocitos (Zorzano, Wilkinson et al. 1989) y 
cardiomiocitos (Jiang, Yu et al. 2016) en respuesta a la insulina. En el corazón se encuentra en su 
mayoría en el interior celular almacenado en vesículas a expensas de recibir una señal que lo 
transloque a la membrana plasmática y así realizar la captación de glucosa (Slot, Geuze et al. 1991). 
Nuestros resultados muestran que, en condiciones basales, la expresión del GLUT-4 estaba 
disminuida en los corazones de las ratas de 24m-RC en comparación con las ratas de 24m. 
Igualmente, varios estudios han demostrado que tanto el ayuno como la RC a corto o a largo plazo, 
cursan con una disminución en la expresión génica del GLUT-4 (Camps, Castelló et al. 1992, 
Wang, Bell-Farrow et al. 1997, Palou, Sánchez et al. 2010). Sin embargo, se ha demostrado que esta 
disminución no se traduce en un menor contenido proteico, sino que los niveles de este 
transportador se mantienen prácticamente constantes en comparación con los de los corazones de 
ratas alimentados ad libitum (Camps, Castelló et al. 1992).  
La perfusión de los corazones con dosis crecientes de insulina aumentó la expresión del GLUT-4 
en el tejido miocárdico de las ratas de 3m y 24m-RC, pero no en los corazones de las ratas de 24m. 
Estos resultados indicarían, por tanto, que la RC induce una mejora de la sensibilidad a la insulina 
en ratas de avanzada edad, tal y como han descrito otros autores en macacos (Kemnitz, Roecker et 
al. 1994) y en ratas (Cartee, Kietzke et al. 1994). Dado que la insulina aumenta la contractilidad 
cardíaca tanto in vivo, como en el músculo cardíaco aislado (Maier, Aulbach et al. 1999, Abel 2004, 




requiere un suministro continuo y abundante de energía (glucosa) (Taegtmeyer 1994), es lógico 
pensar que exista una íntima relación entre el IR y el GLUT-4 con la contractilidad cardiaca 
(McQueen, Zhang et al. 2005, Domenighetti, Danes et al. 2010). En este sentido, nuestros 
resultados muestran un incremento paralelo de la contractilidad cardiaca y del IR y el GLUT-4 en 
respuesta a la insulina en las ratas de 3m. Igualmente en las ratas de 24m la disminución del IR y la 
no modificación del GLUT-4 se tradujeron en una reducción de la contractilidad cardiaca en 
respuesta a la insulina. Por último, la RC aunque no modificó la expresión génica del IR, 
incrementó la expresión del GLUT-4 y la contractilidad cardiaca, de modo que, este aumento de la 
expresión génica del GLUT4 en el corazón de las ratas de 24m-RC podría favorecer la captación de 
glucosa por parte de los cardiomiocitos evitando así la disminución de la contractilidad en respuesta 
a la insulina asociada al envejecimiento (Capasso, Palackal et al. 1990). 
 
7. EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y LA RC SOBRE LA FUNCIÓN VASCULAR EN 
RESPUESTA A LA INSULINA 
 Para analizar el efecto del envejecimiento y la RC en la respuesta vascular a la insulina, en este 
trabajo hemos estudiado el efecto que ejerce la insulina en segmentos de aorta de ratas de 3m, de 
24m y de 24m-RC.  
La relajación de los segmentos de aorta en respuesta a la insulina fue menor en las ratas de 24m 
en comparación con las ratas de 3m. Estos resultados corroboran lo descrito por Schulman et al., 
(Schulman, Zhou et al. 2007) y por Li et al., (Li, Xiong et al. 2009), que observaron que los anillos 
de aorta torácica y abdominal de ratas SD de 24 meses de edad relajaban menos en respuesta a la 
insulina que los de ratas de 3 y 6 meses, lo que se asoció con una disminución de la activación 
(fosforilación) estimulada por insulina de Akt y de la eNOS.  
Por otro lado, nuestros resultados muestran que la relajación de los segmentos de aorta 
procedentes de las ratas de 24m-RC en respuesta a la insulina fue mayor que la de los procedentes 




preincubación de los segmentos con L-NAME, lo que sugiere que la mayor vasodilatación en 
respuesta a la insulina en este grupo está mediada por el NO. Del mismo modo, otros autores han 
descrito que la mejora de la disfunción endotelial asociada al envejecimiento en ratas de 24 meses 
sometidas a una RC del 26% durante 3 semanas era consecuencia de una disminución en el balance 
iNOS/eNOS (Zanetti, Gortan Cappellari et al. 2010).  
Para corroborar que la relajación de los segmentos de aorta de los tres grupos experimentales en 
respuesta a la insulina estaba relacionada con la disponibilidad de NO, cuantificamos la liberación 
de NO2 + NO3 en segmentos de aorta incubados en presencia o ausencia de insulina. Los resultados 
muestran que, en condiciones basales, la producción de NO fue menor en los segmentos de aorta de 
las ratas de 24m, tal y como se ha descrito en la literatura (Celermajer, Sorensen et al. 1994, Kang, 
Reyes et al. 2009). En respuesta a la insulina, los segmentos de aorta de las ratas de 3m y 24m-RC 
incrementaron la liberación de NO, en cambio, los de las ratas de 24m la disminuyeron. La 
capacidad de la insulina para estimular la eNOS y aumentar la producción de NO está bien 
establecida (Hsueh and Law 1999). En este sentido, algunos autores como Hartell et al., encontraron 
un aumento en la liberación de NO2 + NO3 en segmentos de aorta de rata y ratón tras ser 
estimulados con insulina 10-8 y 10-6 M (Hartell, Archer et al. 2005). Para valorar si el aumento en la 
liberación de NO encontrado en los segmentos de aorta de ratas de 3m y 24m-RC en respuesta a la 
insulina estaba mediado por un incremento de la eNOS, medimos tanto los niveles proteicos como 
la expresión génica de la eNOS basales y en respuesta a la insulina en los segmentos de aorta, como 
el balance proteico p-Akt/Akt y p-MAPK/MAPK en las mismas condiciones. Se sabe que la 
estimulación de la eNOS por Akt implica la fosforilación de un residuo de serina (Ser1179) 
(Montagnani, Chen et al. 2001). De hecho, una mutación puntual en este residuo (Ser1179A) previene 
la estimulación de la eNOS por Akt (Montagnani, Chen et al. 2001). En presencia de insulina, tanto 
la expresión génica como proteica de la eNOS aumenta en las aortas de las ratas de 3m, lo que se 
relaciona con un aumento en el ratio p-Akt/Akt. Sin embargo, la insulina no aumentó estos 




Zhou et al. 2007). Respecto al efecto de la RC, nuestros resultados muestran un aumento en el ratio 
p-Akt/Akt basal en las aortas de las ratas de 24m-RC frente a las ratas de 24m, así como un 
incremento significativo en los ratios p-Akt/Akt y p-eNOS/eNOS en respuesta a la insulina. Del 
mismo modo, otros autores han descrito que una RC del 30% durante 2 meses en ratones de 
avanzada edad produce un aumento de la biodisponibilidad de NO por un incremento de los niveles 
proteicos de la eNOS en la arteria aorta (Rippe, Lesniewski et al. 2010).  
Para determinar si los efectos vasculares en respuesta a la insulina eran específicos del endotelio, 
cuantificamos la producción de NO2 + NO3 basal y en presencia de insulina en cultivos primarios de 
células endoteliales procedentes de aortas de los animales de los tres grupos experimentales. En 
contra de lo esperado, la liberación de NO2 + NO3 aumentó basalmente en el medio de cultivo 
procedente de las células endoteliales de las ratas de 24m, efecto que no se acompañó de un 
aumento en la expresión de la eNOS. Por tanto, es posible que la mayor liberación de NO2 + NO3 
en este grupo experimental se deba a la activación de la iNOS cuya expresión aumenta con el 
envejecimiento en células endoteliales(Csiszar, Ungvari et al. 2002), así como en la aorta (Chou, 
Yen et al. 1998) y en el corazón (Botta, Laher et al. 2013).  
En respuesta a la insulina, aumentó la producción de NO tanto en las células endoteliales de las 
ratas de 3m como en las de las ratas de 24m-RC, mientras que las células endoteliales procedentes 
de las ratas de 24m no modificaron su producción de NO. Además, al analizar el ratio Akt/MAPK, 
encontramos que en las ratas de 3m y 24m-RC mayoritariamente se activa la vía PI3/Akt frente a la 
vía MAPK, efecto que no observamos en las células endoteliales de las ratas de 24m. Existen 
estudios en la literatura que describen que en respuesta a la insulina, las células endoteliales 
humanas aumentan la producción de NO (Zeng, Nystrom et al. 2000). Por tanto, nuestros resultados 
indican que las células endoteliales de las ratas de 24m tienen alterada la cascada de señalización de 
la insulina, encontrándose disminuida la activación de la vía PI3K/Akt, lo que da lugar, en última 
instancia, a una menor producción de NO, que se traduce en una menor vasodilatación de la aorta 




Puesto que la alteración en la vía de señalización de la insulina en el envejecimiento puede 
ocurrir a diferentes niveles, cuantificamos la expresión de los transportadores GLUT-4 en los 
segmentos de aorta y del IR en los segmentos de aorta y en las células endoteliales de las ratas de 
los tres grupos de experimentación en presencia o ausencia de insulina. La expresión del GLUT-4 
no se determinó en el cultivo primario de células endoteliales puesto que está descrito que la 
captación de glucosa en estas células se lleva a cabo por GLUT-1 y no por GLUT-4 (Davey, 
Garlick et al. 2007). Nuestros resultados muestran una disminución en la expresión del GLUT-4 y 
del IR en los segmentos de aorta de las ratas de 24m con respecto a las ratas de 3m que es atenuada 
por la RC en condiciones basales. Sin embargo, la estimulación con insulina aumentó la expresión 
génica del IR en la aorta de las ratas de 3m pero no modificó la expresión de estos genes en las ratas 
de 24m y 24m-RC.  
Se ha descrito que la resistencia a la insulina asociada al envejecimiento se debe, al menos en 
parte, a cambios en la transducción de la señal del IR (Fulop, Larbi et al. 2003). Hasta el momento 
no existen estudios en los que se haya estudiado el efecto del envejecimiento sobre la expresión del 
IR ni en células endoteliales ni en vasos sanguíneos. Sin embargo, varios autores encontraron que el 
envejecimiento produce disminución de los niveles de expresión del IR en otros órganos como en el 
hígado, el musculo esquelético (Carvalho, Brenelli et al. 1996), el cerebro (Zaia and Piantanelli 
2000) y el corazón (Torlińska, Maćkowiak et al. 2000, Masternak, Al-Regaiey et al. 2006) y que 
una RC del 30% revierte la disminución del IR en el corazón (Masternak, Al-Regaiey et al. 2006), 
así como en el hígado y músculo esquelético (Bonkowski, Dominici et al. 2009) Otros autores 
encontraron que el envejecimiento disminuye la expresión del GLUT-4 en aortas de ratas Otsuka 
Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) de avanzada edad (Minamiyama, Bito et al. 2007) y que 
una RC del 30% durante 3 meses incrementa su expresión en la aorta (Minamiyama, Bito et al. 
2007). Estos resultados contradictorios observados en la expresión del GLUT-4 en animales 
sometidos a RC pueden deberse o bien al uso de diferentes cepas de rata (OLETF vs Wistar), o bien 




Además de las acciones vasodilatadoras de la insulina discutidas anteriormente, las acciones 
vasoconstrictoras de la insulina se producen a través de diferentes mecanismos entre los que se 
incluyen la activación del sistema nervioso simpático (Scherrer and Sartori 1997) y la estimulación 
de la producción del péptido vasoconstrictor ET-1 por el endotelio vascular (Vicent, Ilany et al. 
2003). Nuestros resultados muestran que dosis elevadas de insulina ejercen un efecto 
vasoconstrictor en segmentos de aorta y que este efecto es más marcado en los segmentos de aorta 
procedentes de las ratas de 24m en comparación tanto con las ratas de 3m como con las de 24m-RC. 
La preincubación de algunos segmentos de aorta con Losartan (antagonista de los receptores de 
angiotensina 1), BQ-123 (antagonista del receptor de ET-1 tipo A (ETA) y Furegrelato (inhibidor de 
la tromboxano sintasa) no bloqueó el aumento en la vasoconstricción en respuesta a la insulina en 
las ratas de 24m por lo que el mecanismo de acción por el cual se produce la vasoconstricción en la 
aorta en respuesta a dosis altas de insulina en el envejecimiento requiere de más estudio. Un 
candidato que podría estar implicado en dicho efecto sería la urotensina-II, un péptido vasoactivo 
producido en el endotelio que está asociado con la regulación del metabolismo de la glucosa 
(Clozel, Hess et al. 2006) y que produce vasodilatación mediada por el endotelio, pero en 
situaciones patológicas donde la función endotelial está dañada, como en la insuficiencia cardiaca 
(Lim, Honisett et al. 2004), la hipertensión (Sondermeijer, Kompa et al. 2005) y en la resistencia a 
la insulina (Ong, Wong et al. 2006) produce vasoconstricción (Douglas, Dhanak et al. 2004).  
 
8. EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y LA RC EN EL TEJIDO ADIPOSO 
PERIVASCULAR (PVAT)  
Aunque inicialmente se consideró que la función del PVAT era exclusivamente proporcionar un 
soporte mecánico para la vasculatura, en los últimos años se ha puesto de manifiesto que el PVAT 
juega un papel importante en la regulación de la función vascular/endotelial tanto fisiológica como 
patológicamente (Nosalski and Guzik 2017). En patologías asociadas con disfunción vascular el 




que pueden afectar directamente a las CMLV y endoteliales e iniciar procesos de inflamación 
vascular. Este desequilibrio entre la producción y liberación de factores protectores y moléculas 
proinflamatorias se ha denominado disfunción del PVAT (Guzik, Marvar et al. 2007).  
Dado que el envejecimiento cursa con aumento de la adiposidad, por un incremento en el 
número y tamaño de los adipocitos (Cartwright, Tchkonia et al. 2007, de Heredia, Larque et al. 
2008), y de la liberación de factores proinflamatorios (Bailey-Downs, Tucsek et al. 2013), quisimos 
analizar el estado inflamatorio del PVAT y su implicación, en la vasodilatación en segmentos de 
aorta de rata en respuesta a la insulina. 
 Nuestros resultados muestran un aumento en la expresión de la iNOS, IL-1β y del TNF-α en el 
PVAT de las ratas de 24m frente a las de 3m. Igualmente algunos autores han descrito que la 
expresión de algunos marcadores inflamatorios como el TNF-α, IL-6, IL-18 y la MCP-1 aumentan 
en el PVAT aórtico de ratas de avanzada edad (Padilla, Jenkins et al. 2013). Dado que la expresión 
de la iNOS aumenta en presencia de citoquinas inflamatorias como el TNF-α y la IL-1β (Teng, 
Zhang et al. 2002, Bhattacharya, Domínguez et al. 2015), es posible que la sobreexpresión de ambas 
citoquinas en el PVAT induzca un aumento en la expresión génica de la iNOS, aumentando de esta 
manera la respuesta inflamatoria de este tejido. La RC disminuyó los niveles de ARNm de la iNOS, 
IL-1β y el TNF-α en el PVAT. Igualmente, una RC de 40 kcal/día durante 4 semanas en ratas SD de 
8 semanas de edad redujo significativamente la expresión del TNF-α en el PVAT (Bussey, Withers 
et al. 2016). Estos datos sugieren que el envejecimiento induce inflamación en el PVAT por un 
incremento de la expresión génica del TNF-α, IL-1β y la iNOS, lo que podría mediar, al menos en 
parte, la resistencia a la insulina en la aorta.  
Esta inflamación, es revertida, en parte, por una RC del 20% durante 3 meses, lo que podría 







8.1 Efectos del envejecimiento y la RC en segmentos de aorta rodeados por PVAT en 
respuesta a la insulina 
La mayoría de los trabajos publicados en la literatura hasta el momento estudian el papel del 
PVAT en respuesta a moléculas vasoconstrictoras, como la serotonina (Gollasch 2012), la 
noradrenalina (Soltis and Cassis 1991) y la angiotensina II (Löhn, Dubrovska et al. 2002). Sin 
embargo, poco se conoce sobre el efecto del PVAT sobre la respuesta vasodilatadora. El único 
trabajo que ha valorado el papel del PVAT en la vasodilatación inducida por insulina es el de 
Meijer et al., (Meijer, Bakker et al. 2013). En este estudio encontraron que tras preincubar una 
arteriola femoral junto con PVAT de ratones sanos se producía vasodilatación en respuesta a la 
insulina. Sin embargo, cuando se preincubaba la arteriola femoral con PVAT procedente de ratones 
diabéticos, se abolía la vasodilatación en respuesta a la insulina. 
Teniendo en cuenta la importancia que ejerce el PVAT sobre la regulación del tono vascular y 
habiendo observado que el PVAT aórtico de las ratas de 24m expresa moléculas proinflamatorias, 
estudiamos el efecto del PVAT en la respuesta vasodilatadora de los segmentos de aorta en 
respuesta a la insulina en presencia o ausencia de L-NAME. En contra de lo esperado, los 
segmentos aórticos de las ratas de 24m presentaron una mayor respuesta vasodilatadora en 
respuesta a la insulina que los de las ratas de 3m y 24m-RC. Vitorio et al., observaron que el PVAT 
aórtico torácico de ratas Wistar presenta una mayor expresión de la eNOS que el PVAT de la región 
abdominal (Victorio, Fontes et al. 2016). En nuestro estudio, la expresión de la eNOS en el PVAT 
fue significativamente mayor en las ratas de 24m con respecto a las de 3m, efecto que se previno 
con la RC. Además, aunque no se pesó en este estudio, visualmente las ratas de 24m tenían una 
mayor cantidad de PVAT que las ratas tanto de 24m-RC como de 3m. Por tanto, estos resultados 
sugieren que el PVAT aórtico torácico es una gran fuente de NO que, junto con la gran cantidad de 
PVAT en las ratas de 24m, podría mejorar la relajación en respuesta a la insulina amortiguando la 




Nuestros resultados muestran que la presencia de PVAT en los segmentos de aorta de las ratas de 
3m disminuye la relajación en respuesta a dosis bajas de insulina, efecto que está mediado por el 
NO. Sin embargo, a dosis elevadas de insulina los segmentos PVAT+L-NAME de las ratas de 3m 
relajaron más que los segmentos sin PVAT con L-NAME, lo que indica que el PVAT en presencia 
de L-NAME libera otra/s moléculas que serían las responsables de la vasodilatación en respuesta a 
la insulina. Una de estas moléculas podría ser el Factor Relajante Derivado de Adipocitos (ADRF), 
el cual es una molécula vasodilatadora de estructura desconocida liberada por el tejido adiposo que 
se ha descrito que actúa mediante dos mecanismos de acción; una relajación dependiente del 
endotelio mediada por la liberación de NO y posterior activación del canal K+ dependiente del Ca2+ 
(Gao, Lu et al. 2007), y un efecto independiente del endotelio mediado por la activación/apertura de 
diferentes tipos de canales K+ dependiendo del tipo de lecho vascular y de las especies (Verlohren, 
Dubrovska et al. 2004, Gao, Zeng et al. 2005).  
En el caso de los segmentos de las ratas de 24m, observamos cómo tanto los segmentos con 
PVAT como los segmentos PVAT+L-NAME relajaron más que los segmentos control y con         
L-NAME, respectivamente. Además, cuando incubamos los segmentos de aorta con y sin PVAT 
con insulina observamos que la presencia de PVAT incrementa la liberación de NO2 + NO3 en las 
ratas de 24m. Se ha descrito que la modulación del tono vascular mediante la liberación del ADRF 
por el PVAT es un mecanismo constitutivo independiente de la edad (Gálvez-Prieto, Dubrovska et 
al. 2008), pero está fuertemente relacionado con la cantidad de PVAT, es decir, una menor cantidad 
de PVAT se correlaciona con un menor efecto vasodilatador del ADRF (Gálvez, de Castro et al. 
2006, Gálvez-Prieto, Dubrovska et al. 2008). Teniendo en cuenta que las ratas de 24m tienen una 
mayor cantidad de PVAT rodeando la aorta es posible que dicho tejido libere más cantidad de 
ADRF que el de las ratas de 3m; Además, los segmentos de aorta de ratas de 24m en presencia de 
PVAT aumentan la liberación de NO2 + NO3 en respuesta a insulina, lo que se correlaciona con el 
incremento observado de la expresión génica de la eNOS en el PVAT de estas ratas. Es posible, por 




insulina asociada al envejecimiento debido a una mayor liberación de ADRF y de NO procedente 
de la eNOS del PVAT.  
En los segmentos de aorta de las ratas de 24m-RC, observamos una situación intermedia entre la 
encontrada en las ratas de 3m y de 24m, ya que la relajación en respuesta a la insulina en segmentos 
de aorta torácica rodeados de PVAT es menor que la de las ratas de 24m, diferencias que 
desaparecen cuando preincubamos los segmentos en presencia de L-NAME, por lo que el efecto 
parece estar mediado por el NO. La incubación con insulina de los segmentos de aorta de las ratas 
de 24m-RC con y sin PVAT produjo un aumento en la liberación de NO2 + NO3 exclusivamente en 
los segmentos rodeados por PVAT. Estos resultados podrían estar relacionados, como se ha 
mencionado anteriormente, tanto por la menor cantidad de PVAT que rodea a la aorta de las ratas 
de 24m-RC como por la disminución en la expresión de la eNOS en el PVAT, es decir, cuanto 
menos PVAT menos liberación de NO en respuesta a la insulina (procedente de la menor expresión 
de la eNOS y de la menor cantidad de ADRF).  
Asimismo, cuando estudiamos el efecto del PVAT y del L-NAME en los segmentos de aorta de 
las ratas 24m-RC, observamos que los segmentos de aorta con PVAT y L-NAME (PVAT+            
L-NAME) relajaron más que los segmentos de aorta sin PVAT pero con L-NAME (L-NAME), lo 
que sugiere que la mayor vasodilatación en presencia de PVAT podría deberse a la liberación de 
ADRF. En cambio, la RC suprime las diferencias encontradas entre los segmentos de aorta sin 
PVAT y sin L-NAME (Control) y los segmentos de aorta rodeados de PVAT y sin L-NAME 
(PVAT) que observábamos en las ratas de 24m. Por tanto, cabe pensar que la RC podría mejorar el 
estado del endotelio, de modo que el PVAT, cuya cantidad es menor en este grupo, puede reducir la 
expresión de la eNOS así como la cantidad de ADRF liberado en respuesta a la insulina, debido a 
que la aorta no necesita que el PVAT amortigüe la menor liberación de NO en respuesta a la 
insulina que se produce en el envejecimiento.  
En resumen, el envejecimiento induce cambios en el sistema cardiovascular que afectan a la 




miocárdica, y en las arterias y células endoteliales alterando la respuesta vascular, lo que podría 
estar relacionado, al menos en parte, con la aparición tanto de insuficiencia cardiaca como de 
disfunción endotelial a largo plazo. Un protocolo de RC moderado (20% durante 3 meses) es capaz 
de prevenir tanto los cambios en la contractilidad miocárdica como la respuesta vascular en 
respuesta a ambos péptidos, lo que indica que la RC podría ser una estrategia positiva para 
















































1. La RC previene el aumento de la adiposidad visceral y subcutánea y la disminución del peso del 
corazón y del músculo gastrocnemio inducidos por el envejecimiento. Asimismo, la RC disminuye 
los niveles séricos de NEFAs y triglicéridos pero no modifica los niveles de colesterol.  
2. En condiciones basales el envejecimiento cursa con un aumento de la presión intraventicular y de la 
frecuencia cardíaca sin verse afectados ambos parámetros por la RC 
3. En el corazón el envejecimiento disminuye la respuesta vasoconstrictora de las arterias coronarias y 
aumenta la contractilidad y la frecuencia cardíaca en respuesta a la ET-1 atenuándose estas 
alteraciones con la RC. 
4. En el tejido cardíaco la RC previene el aumento en la expresión génica del TNF-α y de la iNOS y la 
disminución en la expresión génica de la eNOS y los receptores ETB inducidos por el 
envejecimiento.  
5. En el tejido arterial la RC previene el aumento en la expresión génica de la iNOS y la disminución 
en los niveles de ARNm de la eNOS asociados al envejecimiento pero no modifica el aumento en la 
vasoconstricción de las arterias renales en respuesta a la ET-1. 
6. En respuesta a la insulina, el envejecimiento cursa con una disminución en la contractilidad 
cardiaca y un aumento en la vasoconstricción coronaria debido a una menor activación de la vía de 
señalización PI3K/Akt en el tejido cardíaco. La RC no previene las alteraciones en la vasodilatación 
coronaria pero sí atenúa la disminución en la contractilidad del miocardio en respuesta a esta 
hormona. 
7. En la aorta, el envejecimiento cursa con una disminución en la respuesta vasodilatadora en 
respuesta a la insulina a causa de una menor activación de la vía de señalización de PI3K/Akt en el 
endotelio. La RC moderada previene, al menos en parte, la resistencia vascular a la insulina 
asociada al envejecimiento aumentando la activación de esta vía y la consiguiente producción de 
NO.  
8. El PVAT de los animales de avanzada edad expresa mayores niveles de eNOS y marcadores 




un deterioro de la respuesta vasodilatadora ya que la presencia de PVAT aumenta la respuesta 
vasodilatadora de los segmentos de aorta en respuesta a la insulina, efecto que se previene 
parcialmente con la RC. 
En términos generales nuestros resultados muestran que un protocolo de RC moderado puede ser una 
estrategia útil para disminuir algunas de las alteraciones cardiovasculares asociadas al envejecimiento. 
Queda por determinar si cambios en la intensidad y/o duración de la RC podrían haber producido 
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Background and aims: Aging is associated with alterations in the cardiovascular system such as increased vaso-
constriction and decreased vasodilatation. Some of these changes are partially reversed by caloric restriction.
Endothelin-1 is a potent vasoconstrictor which levels increased with age. The aim of this study is to analyze
the role of endothelin-1 in the cardiac and coronary changes induced by age and whether these changes may
be attenuated by a three-month caloric restriction.
Methods and results:Hearts from young (3 months old), aged (24 months old) and aged rats after 3 months of ca-
loric restriction were perfused according to the Langendorff technique. Coronary vasoconstriction to endothelin-1
was reduced inold rats, and endothelin-1 increasedmyocardial contractility (dP/dt) andheart rate in old but not in
young rats. These changes observed in old rats were partly reversed by caloric restriction. Also, in the myocardial
tissue of old rats the gene expression of endothelin-1, inducible nitric oxide synthase (iNOS) and tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) was increased, and the gene expression of endothelin ETB receptors and endothelial nitric
oxide syntase (eNOS)was reduced, comparedwith young rats. Aging induced changes in the expression of ETB re-
ceptors and eNOS were reversed by caloric restriction.
Conclusions: These results suggest that aging produces alterations in myocardial and coronary responses to
endothelin-1, that may be related to changes in expression of nitric oxide synthases and/or endothelin receptor
subtypes, with some of these changes being prevented by caloric restriction.© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.1. Introduction
With advancing age there is a progressive impairment of the cardio-
vascular function, which underlies the high cardiovascular mortality
among older patients. Prevalence of heart failure is markedly increased
with age, and is associated with reduced cardiac output, diastolic func-
tion and altered regulation of blood pressure (Wei, 1992).
One of the factors which may be involved in the cardiac changes
with aging is the vasoactive peptide endothelin-1. This peptide plays a
role in the cardiovascular regulation in normal conditions and in patho-
logical states, and both the peptide and its receptors are present in the
heart and are increased during heart failure (Kobayashi et al., 1999).
Endothelin-1 is a potent vasoconstrictor which may regulate coronary
blood flow, and also may have direct effect on the myocardial tissue
(Russell and Molenaar, 2000). Both plasma level (Miyauchi et al.,
1992; Nyberg et al., 2013) and local expression of endothelin-1 in theaculty ofMedicine. Universidad
adrid, Spain.
).heart (Iemitsu et al., 2002) are increased with age, which suggests
that this peptide may play an enhanced role in aging.
Caloric restriction is themost effective intervention currently known
to increase longevity and reduce the alterations caused by aging. Dietary
restriction has beneficial effects on the cardiovascular system which
seems to be mediated, at least in part, by an attenuation of the age-
related increase in inflammation (Guo et al., 2002) and oxidative stress
(Sohal and Weindruch, 1996). Caloric restriction also affects the levels
of vasoactive molecules. Plasma concentrations of endothelin-1 are re-
duced by weight loss (Ferri et al., 1995; Maeda et al., 2006; Miyaki
et al., 2009) but it is not known whether endothelin-1 expression and/
or its effects in the heart are modified by caloric restriction in aged
subjects.
The hypothesis of this study is that aging may produce changes in
the role played by endothelin-1 in the heart, which may be related to
the cardiac impairment associated with old age, and which may be re-
versed in part by caloric restriction. To test this hypothesis, the expres-
sion of endothelin-1 and its receptors, and themyocardial and coronary
response to endothelin-1, were studied in hearts from aged rats under
caloric restriction.
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2.1. Experimental animals
Three-and 24-month-oldmaleWistar rats from our in-house colony
(Centre of Molecular Biology, Madrid, Spain) were used throughout this
study. The use of 3-month-old rats as young controls allows excluding
effects due to growth or maturation instead of aging as it has been pre-
viously described (Escriva et al., 1997). Rats were housed in climate-
controlled quarters with a 12 h light cycle and fed ad libitum standard
laboratory chow A04-10 Rodent Maintenance Diet (SAFE, Spain) and
water. Handling of animals was performed according to European
Union laws and the guidelines of the National Institutes of Health
(NIH publication No. 86-23, revised 1985). Experimental procedures
were approved by the Institutional Committee of Research Ethics. One
week before starting the food restriction the animals were placed in in-
dividual cages and fed ad libitum in order to determine the normal daily
food intake (average 20.1 g/day/rat).
2.2. Caloric restriction
A group of 21-month-old rats was assigned to undergo a caloric re-
striction protocol as described earlier (Perez et al., 2004). Animals
were placed in individual cages and fed daily an amount of chow equiv-
alent to 80% of normal food intake without supplementation with addi-
tional minerals or vitamins. Caloric restriction was prolonged during
three months. At the end of the caloric restriction protocol animals
show a body weight equivalent to 80–85% of ad libitum fed aged-
mates. If animals reached the expected final body weight before three
months the chow amount provided was slightly changed to ensure
that body weight does not decrease beyond a 20% of its initial value.
This caloric restriction protocol has been developed in our laboratory
for more than 20 years and is characterized for maintaining the propor-
tions of food components without dietetic supplements. This protocol is
considered as a bearable chronic dietetic intervention that renders aged
animalswith visceral adiposity index even lower than those of young ad
libitum fed rats, being appropriate for studying the role of obesity in
aging-associated physiological changes (Escriva et al., 1997; Horrillo
et al., 2011). Caloric restricted animalswere used at the age of 24 months,
and killed by i.p. sodium pentobarbital (100 mg/kg) following i.v. injec-
tion of heparin (1000 UI). The number of animals in each experimental
group were: 3 month-old (n = 7), 24 month-old fed at libitum (n = 8),
24 month-old with caloric restriction (n = 8).
2.3. Experimental set-up
The heartswere removed from the rats and immediately the ascend-
ing aortawas cannulated and the heart was subjected to retrograde per-
fusion with Krebs–Henseleit buffer (115 mMNaCl, 4.6 mMKCl, 1.2 mM
KH2PO4, 1.2mMMgSO4, 2.5mMCaCl2, 25mMNaHCO3 and 11mMglu-
cose) equilibrated with 95% oxygen and 5% carbon dioxide to a pH of
7.3–7.4. Perfusion was initiated in a non-recirculating Langendorff
heart perfusion apparatus at a constant flow rate of 11–15 ml/min to
provide a basal perfusion pressure of approximately 70 mm Hg. Both
theperfusion solution and theheartweremaintained at 37 °C. Coronary
perfusion pressure was measured through a lateral connection in the
perfusion cannula and left ventricular pressure was measured using a
latex balloon inflated to a diastolic pressure of 5–10 mm Hg, both
connected to Statham transducers (Viggo-Spectramed, Oxanard CA).
Left ventricular developed pressure (systolic left ventricular pressure
minus diastolic left ventricular pressure), left ventricular end-diastolic
pressure, the first derivative of the left ventricular pressure curve
(dP/dt) and heart rate were calculated from the left ventricular pres-
sure curve. These parameters were recorded on a computer using the
PowerLab/8e data acquisition system (AD instruments, Colorado
Springs CO).2.4. Experimental procedure
After a 20 min equilibration period with constant flow perfusion,
endothelin-1 was injected into the perfusion cannula with an infusion
pump over 3 min at a constant rate to reach a final concentration of
10−13–10−7M, and the effect on coronary perfusion pressure, left intra-
ventricular pressure and heart rate were recorded. As the experiments
were performed at a constantflow rate, the coronary perfusion pressure
provides a measure of the perfusion resistance and characterizes the
contraction to endothelin-1.
2.5. RNA extraction and quantitative RT real time PCR
At the end of the experiment, the hearts were removed from the
perfusion set-up and prepared for RNA extraction. Total RNA was ex-
tracted from the myocardium according to the Tri-Reagent protocol
(Chomczynski, 1993). cDNA was then synthesized from 2 μg of total
RNA using a high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Afterwards, endothelin-1 (ET-1),
endothelin receptor A (ETA), endothelin receptor B (ETB), endothelial
nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase (iNOS),
neuronal nitric oxide synthase (nNOS), transforming growth factor β
(TFG-β), cyclooxygenase-2 (COX-2), tumor necrosis factor α (TNF-α),
interleuquin 6 (IL-6) and interleuquin 1β (IL-1β) mRNA levels were
assessed in heart samples by quantitative real-time PCR. Quantita-
tive real-time PCR was performed by using assay-on-demand kits
(Applied Biosystems) for each gene: ET-1 (Rn00561129_m1), ETA
(Rn00561137_m1), ETB (Rn00569139_m1), eNOS (Rn02132634_s1),
iNOS (Rn00561646_m1), nNOS (Rn00583793_m1), TGF-β
(Rn00572010_m1), COX-2 (Rn01483828_m1), TNF-α (Rn01525859_
g1), IL-6 (Rn01410330_m1), IL-1β (Rn00580432_m1), 18S
(Rn01428915_m1). TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems)was used for amplification according to themanufacturer's
protocol in a Step Onemachine (Applied Biosystems). Values were nor-
malized to the housekeeping gene 18S (Rn01428915). According to
manufacturer's guidelines, the ΔΔCT method was used to determine
relative expression levels. Statistics were performed using ΔΔCT values
(Livak and Schmittgen, 2001).
2.6. Statistical analysis
Values are expressed as the mean (±S.E.M.), and compared be-
tween the 3- and 24- month-old rats, or between the rats with caloric
restriction and those fed at libitum, by unpaired Student's t test. A
P value of b0.05 was considered significant.
3. Results
3.1. Body composition
Body composition data are represented in Table 1. Aged rats fed ad
libitum had increased body, visceral adipose tissue and subcutaneous
adipose tissue weights compared to young rats whereas heart and gas-
trocnemius weights were decreased. Caloric restriction attenuated age
induced increases in body, visceral adipose tissue and subcutaneous ad-
ipose tissue weights and age induced decreases in heart and gastrocne-
mius weights.
3.2. Functional parameters in the perfused hearts
In 24-month-old rats there was an increase in left ventricular devel-
oped pressure and in dP/dt, and a reduction in heart rate comparedwith
3-month-old animals. Caloric restriction did not modify any of the he-
modynamic parameters (Table 1).
Table 1
Body, visceral adipose tissue, subcutaneous adipose tissue, gastrocnemius, heartweights, coronaryperfusionpressure, left ventricular developedpressure andheart rate in young (3 months old)
and aged (24 months old) rats fed ad libitumor under 3 months of caloric restriction; and basal functional parameters in hearts from these rats. Data are represented asmean ± SEM (n = 8).
*P b 0.05 vs 3 months; ***P b 0.001 vs 3 months; #P b 0.05 vs 24 months; ##P b 0.01 vs 24 months; ###P b 0.001 vs 24 months.
3 months (A) 24 months (B) 24 months + caloric restriction (C) % difference between C and B
Body weight (g) 381 621⁎⁎⁎ 505### −18.7%
Visceral adipose tissue (g/100 g bw) 2.5 3.7⁎⁎⁎ 2.6### −29.7%
Subcutaneous adipose tissue (g/100 g bw) 1.3 3.2⁎⁎⁎ 2.4## −25%
Gastrocnemius (g/100 g bw) 0.52 0.34⁎⁎⁎ 0.40# 17.6%
Heart (g/100 g bw) 0.38 0.28⁎⁎⁎ 0.35## 25%
Coronary perfusion, pressure (mm Hg) 76 ± 3 77 ± 6 78 ± 4 1.3%
Left ventricular developed pressure (mm Hg) 69 ± 4 98 ± 7⁎ 88 ± 8 −10.2%
dp/dt (mm Hg/s) 2093 ± 203 2737 ± 151⁎ 2814 ± 151 2.8
Heart rate (beats/min) 244 ± 7 169 ± 21⁎ 222 ± 19# 31.4%
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Glucose, insulin, triglyceride, non-esterified fatty acids (NEFA) and
cholesterol serum levels are shown in Table 2. Glucose and insulin
serum levels were unchanged between groups. Triglyceride, NEFA and
cholesterol serum levels were increased in aged rats compared to
young rats (P b 0.001, P b 0.01 and P b 0.001, respectively). Caloric re-
striction for three months significantly decreased triglyceride and
NEFA (P b 0.05 for both) but not cholesterol serum levels.3.4. Coronary vasoconstriction to endothelin-1
Injection of endothelin-1 into the coronary circulation induced
concentration-dependent increases of the coronary perfusion pressure
in the perfused hearts from all experimental groups. The sensitivity of
this response was reduced in 24-month-old rats compared with 3-
month-old rats (pD2 = 8.9 ± 0.3 and 10.3 ± 0.3 in 24- and 3-month-
old animals, respectively; P b 0.05), without modifying the maximal
response (Fig. 1A). Caloric restriction increased the sensitivity to
endothelin-1 (pD2 = 9.9 ± 0.2, P b 0.05 vs fed ad libitum) in 24-
month-old rats.3.5. Effect of endothelin-1 on ventricular contractility
The highest concentrations of endothelin-1 used (10−8–10−7M) re-
duced dP/dt and left ventricular developed pressure in all experimental
groups. Lower concentrations (10−11–10−9) increased dP/dt in 24-
month-old rats but not in young animals. This effect was abolished by ca-
loric restriction, so endothelin-1 did not increase dP/dt in 24-month-old
rats under caloric restriction. These low concentrations of endothelin-1
also tended to increase left ventricular developed pressure, but in this
case the effect was not significant in any experimental group (Fig. 1B).Table 2
Glucose (mg/dl), insulin (ng/ml), triglyceride (mmol/l), non-esterified fatty acid
(NEFA, mmol/l) and cholesterol (mmol/l) serum levels in young (3 months old)
and aged (24 months old) rats fed ad libitum or under 3 months of caloric restriction;
data are represented as mean ± SEM (n = 8). **P b 0.01 vs 3 months; ***P b 0.001
vs 3 months; #P b 0.05 vs 24 months.
3 months 24 months 24 months + caloric
restriction
Glucose (mg/dl) 132 ± 2 142 ± 2 144 ± 3
Insulin (ng/ml) 0.8 ± 0.1 0.9 ± 0.2 0.9 ± 0.1
Triglyceride (mmol/l) 0.37 ± 0.03 0.85 ± 0.10⁎⁎⁎ 0.50 ± 0.10#
NEFA (mmol/l) 0.79 ± 0.01 0.65 ± 0.01⁎⁎ 0.55 ± 0.02#
Cholesterol (mmol/l) 1.39 ± 0.32 3.76 ± 0.12⁎⁎ 3.48 ± 0.353.6. Effect of endothelin-1 on heart rate
Endothelin-1 did not modify the heart rate, except at the highest con-
centration used (10−7 M) which increased heart rate in 24-month-old
rats fed at libitum, but not in rats of this age under caloric restriction,
nor in 3-month-old animals (Fig. 1C).
3.7. ET-1, ETA and ETB gene expression in the heart
Aging increased the gene expression of ET-1 (P b 0.05; Fig. 2A) and
decreased the gene expression of ETB in the heart (P b 0.01; Fig. 2C). Ca-
loric restriction did not decrease aging-induced overexpression of ET-1
but it prevented aging-induced downregulation of ETB. ETAmRNA levels
were unchanged in response to both aging and caloric restriction
(Fig. 2B).
3.8. eNOS, iNOS and nNOS gene expression in the heart
eNOS gene expression was decreased (Fig. 3B) in the heart of 24-
month-old rats fed ad libitum whereas iNOS gene expression was in-
creased (Fig. 3C). Caloric restriction did not decrease aging-induced
overexpression of iNOS but it prevented aging-induced downregulation
of eNOS. nNOS mRNA levels were unchanged in response to both aging
and caloric restriction (Fig. 3A).
3.9. COX-2, TNF-α, TGF-β, IL-6 and IL-1β gene expression in the heart
Neither aging nor caloric restriction modifies the mRNA levels of
COX-2, TGF-β, IL-6 and IL-1β in the heart (Fig. 4A, C, D and E, respective-
ly). However TNF-α gene expression was increased in both, 24-month-
old rats fed at libitum and 24-month-old animals under caloric restric-
tion compared to 3-month-old rats (Fig. 4B).
4. Discussion
Our results here suggest that endothelin-1 may have a role in the
aging-associated changes known to occur in the cardiac and coronary
function. Firstly, endothelin-1 expression in the myocardial tissue was
elevated in old rats of 24 months of age, compared with young rats.
Endothelin-1 may be produced locally in the heart in myocardial and/
or coronary endothelial cells (Yamamoto et al., Cardiovasc Res 46:
421–432, 2000; Iwanaga et al., Circulation 98: 2065-20-73, 1998, Oie
et al., Am J Physiol 273: H1727-H1736, 1997; Chen et al., J Mol Cell
Cardiol 32: 1621–1629, 2000) and act as a paracrine substance. There-
fore, the increased expression of this peptide observed in aged animals
suggests that it may have an enhanced function and/or effects in this
condition.
Endothelin-1 may act through two different receptor subtypes, ETA
and ETB, which usually have opposite actions. In our study, aging elicits
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Fig. 1. Coronary vasoconstriction (A), changes in dP/dt (B) and changes in heart rate
(C) in response to endothelin-1 (10−13–10−7 M) in perfused hearts from 3- (n = 7) and
24- (n=8)month-old rats fed ad libitum, or 24-month-old animals after 3 months of caloric
restriction (n = 8). *P b 0.05 between 3- and 24- month-old rats fed ad libitum. **P b 0.01
between 3- and 24- month-old rats fed ad libitum. #P b 0.05 between 24-month-old rats
fed ad libitum or under caloric restriction. Values are represented as mean ± S.E.M.
186 M. Granado et al. / Experimental Gerontology 60 (2014) 183–189the expression of ETA receptor was not modified, the expression of ETB
receptor was reduced with age. Moreover, this reduction was reverted
by caloric restriction. These changes in the expression of endothelin re-
ceptors may have influence in the response to this peptide. Endothelin-
1 has a biphasic effect on myocardial contractility, assessed by dP/dt. At
high, supraphysiological concentrations, endothelin-1 reduced dP/dt in
every experimental group. This effect is probably due to the impairmentin the myocardial perfusion associated with the strong coronary va-
soconstriction produced by endothelin-1 at these concentrations
(Clozel and Clozel, 1989). On the contrary, lower concentrations of
endothelin-1 increased myocardial contractility, and this effect was
absent in young rats. There is evidence that endothelin-1 has a pos-
itive inotropic effect on the heart (Ishikawa et al., 1988b), which
may be due to activation of endothelin receptors of ETA subtype
(Pieske et al., 1999). This inotropic effect may have a physiological
role in vivo, as infusion of an ETA antagonist in normal subjects caused
a reduction in contractility (Kaumann et al., 1999). The effect of the
ETB subtype on myocardial contractility has been less studied, but
there is evidence that it may have opposite effects to those of ETA
(Leite-Moreira and Brás-Silva, 2004; Piuhola et al., 2003). Therefore, in
the hearts from young rats, the effects of ETA and ETB might cancel
each other, whereas in older rats the reduced expression of ETB re-
ceptors would allow the positive inotropic effect of ETA receptors to
predominate. Likewise, the increase in ETB receptors after caloric re-
striction may explain the abolition of the inotropic effect in this
condition.
Endothelin-1 also might have positive chronotropic action in the
perfused heart, although this effect is less evident, as it was only ob-
served at the highest endothelin concentration used, and only in the
group of 24-month old rats fed at libitum. This may be related to the
lower basal heart rate in this group, whichmay facilitate themanifesta-
tion of the chronotropic effect of endothelin-1. It has been described
previously that endothelin-1 may increase heart rate (Ishikawa et al.,
1988a) but the receptor subtype involved is unclear.
The changes produced by aging in endothelin-1 effect on coronary
arteries, however, were different from that on myocardial contraction,
as the coronary vasoconstriction to endothelin-1 was reduced in the
24-month-old rats. This agrees with studies in the literature, although
the reduction may be variable depending on vascular bed (Barton
et al., 1997). In isolated coronary arteries from rats, this reduced coro-
nary vasoconstriction was attributed to increased basal release of nitric
oxide (Shipley and Muller-Delp, 2005). Although we have not studied
directly the role of nitric oxide in our experimental conditions, an in-
crease of nitric oxide might be involved, as we found an increased ex-
pression of the inducible nitric oxide synthase (iNOS). On the other
hand, the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) was reduced in
aged rats. Thismay be associatedwith age-induced endothelial damage,
as it has been described previously. But basal release of nitric oxide is
more related to the expression of iNOS, which is continuously active
(Aktan, 2004), so basal iNOS-produced nitric oxide could inhibit the
coronary vasoconstriction to endothelin-1 in aged rats. This reduced
vasoconstriction to endothelin-1 was also reverted in part by caloric re-
striction. However caloric restriction did not decrease iNOS gene ex-
pression in the heart which means that caloric restriction-induced
increase of coronary vasoconstriction is not mediated by a decrease in
iNOS-produced nitric oxide but by othermechanisms. eNOS is increased
by caloric restriction, so this cannot explain the increased contraction to
endothelin-1 in this condition. We suggest that in those conditions
eNOS is less important for modifying endothelin-1 response.
Aswe have onlymeasured ETA and ETB gene expression in thewhole
heart and not in coronary arterieswe cannot discard that the expression
of these receptors is altered in coronary arterieswhich could explain the
altered coronary vasoconstriction to endothelin-1 in aged rats without
caloric restriction.
It is reported that aging is associated with inflammation in different
organs and tissues including the cardiovascular system (Michaud et al.,
2013). In the present study although the gene expression of some in-
flammatory markers such as COX-2, IL-6, or IL-1β was not modified in
response to aging, we found an overexpression of iNOS and TNF-α in
the heart of 24-month-old rats. Likewise the expression of these factors
have been found to be increased both in the heart (Han et al., 2012) and
in coronary arteries (Csiszar et al., 2002, 2003) of aged rats which indi-





























































































Fig. 2.Gene expression of endothelin-1 (A), endothelin receptor type ETA (B) and endothelin receptor type ETB (C), in hearts from rats aged 3 (n=7) or 24 months (n=8) fed at libitum,
or 24 months after 3 months of caloric restriction (n = 8), *P b 0.05; **P b 0.01 between 3- and 24-month-old rats fed at libitum. #P b 0.05 between 24-month-old rats fed at libitum or
under caloric restriction during three months. Values are represented as mean ± S.E.M.
187M. Granado et al. / Experimental Gerontology 60 (2014) 183–189restriction for three months did not prevent aging-induced increase of
iNOS and TNF-α. The same protocol of caloric restriction did not prevent




























































Fig. 3. Gene expression of nNOS (A), eNOS (B) and nNOS (C), in hearts from rats aged 3 (n= 7
(n = 8), **P b 0.01 between 3- and 24-month-old rats fed at libitum. #P b 0.05 between 24-m
represented as mean ± S.E.M.as the liver or the adipose tissue (Horrillo et al., 2011), which could be
explained by either the small reduction in caloric intake (20%) or by
































) or 24 months (n = 8) fed at libitum, or 24 months after 3 months of caloric restriction




















































































































































Fig. 4. Gene expression of COX-2 (A), TNFa (B), TGFB (C), IL-6 (D) andIL-1B (E), in hearts from rats aged 3 (n= 7) or 24 months (n= 8) fed at libitum, or 24 months after 3 months of
caloric restriction (n=8). *P b 0.05 between 3- and 24-month-old rats fed at libitum. #P b 0.05 between 24-month-old rats fed at libitumor under caloric restriction during threemonths.
Values are represented as mean ± S.E.M.
188 M. Granado et al. / Experimental Gerontology 60 (2014) 183–189prolonged protocol of caloric restriction (10% during 9 months) or a se-
verer reduction in food intake (40% during 10 days) significantly de-
creased the expression of several genes involved in inflammation in
the serum (Spaulding et al., 1997), the adipose tissue (Higami et al.,
2006), and the kidney (Jung et al., 2009) of aged animals.
In conclusion, aging causes an increase in the tissular endothelin-1 in
the myocardium, associated with positive inotropic and chronotropic
effects and a reduced vasoconstriction. These effects would tend to en-
hance ventricular function and myocardial perfusion, and may have an
adaptive role. Aged rats have increased body weight, which would re-
quire more cardiac output to supply blood flow to the tissues.
Indeed, obese subjects may have increased cardiac output to service
increased body mass (Kardassis et al., 2012). As caloric restriction re-
verses the age induced increase in bodyweight, the changes in themyo-
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with kidney being one the most affected organs. Aging-induced alterations in renal circulation are associated
with a decrease in endothelium-derived relaxing factors such as nitric oxide (NO) and with an increase in
contracting factors such as endothelin-1(ET-1). As caloric restriction (CR) exerts beneficial effects preventing
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and 24-month-old Wistar rats fed ad libitum (8 m and 24 m), or subjected to 20% caloric restriction during
their three last months of life (8 m-CR and 24m-CR). The contractile response to ET-1 was increased in renal ar-
teries from 8m and 24 m compared to 3m rats. ET-1-induced contraction was mediated by ET-A receptors in all
experimental groups and also by ET-B receptors in 24m rats. Caloric restriction attenuated the increased contrac-
tion to ET-1 in renal arteries from 8m but not from 24m rats possibly through NO release proceeding from ET-B
endothelial receptors. In 24 m rats, CR did not attenuate the aging-increased response of renal arteries to ET-1,
but it prevented the aging-induced increase in iNOS mRNA levels and the aging-induced decrease in eNOS
mRNA levels in arterial tissue. In conclusion, aging is associatedwith an increased response to ET-1 in renal arter-
ies that is prevented by CR in 8 m but not in 24 m rats.






Aging is associated with a progressive deterioration of physiological
function that impairs the ability of an organism tomaintain homeostasis
(Harman, 2001). Cardiovascular alterations are the most prevalent
cause of impaired physiological function in aged individuals and in-
crease their susceptibility to morbidity and mortality (Lakatta, 2015).
As life expectancy has considerably increasedworldwide in the last cen-
tury, the incidence of age-induced cardiovascular diseases has also
risen, being one of the main causes of mortality among a population
above 65 years old (Lakatta and Levy, 2003).
Age induces changes in arterial structure and function (Harvey et al.,
2015) that may underlie the age-related cardiovascular impairment,
and among these changes, endothelial dysfunction may be central in
the vascular pathophysiology during aging (Toda, 2012).aculty ofMedicine, Universidad
adrid, Spain.
).One of the factors involved in endothelial dysfunction during aging
may be the vasoactive peptide endothelin-1 (ET-1). Plasma levels of
ET-1 are increased with aging (Miyauchi et al., 1992; Nyberg et al.,
2013), and the decline in endothelium-dependent vasodilatation is
prevented by blockade of endothelin ETA receptors (Westby et al.,
2011).
Kidney is one of the organs strongly affected by aging (Wiggins et al.,
2005; Yang and Fogo, 2010), and aging-induced decrease in renal func-
tion is related, at least in part, with alterations in renal circulation
(Lindeman, 1990). As reviewed by other authors (Barton, 2014), in
the kidney, physiological aging is associated with a decline in glomeru-
lar filtration rate and spontaneous development of focal-segmental
glomerulosclerosis and tubulo-interstitial injury. Many of the cellular
and structural abnormalities in the aging kidney resemble to those ob-
served in patients with renal disease due to diabetes, obesity, or arterial
hypertension. Therefore, it appears acceptable to compare pathological
changes due to arterial hypertension or obesity with premature aging.
Among other factors, ET-1 is reported to play an important role in
the development of renal disease (Kohan and Barton, 2014), as renal
33S. Amor et al. / Experimental Gerontology 88 (2017) 32–41arteries are particularly sensitive to ET-1 (Clozel and Clozel, 1989;
Pernow et al., 1988; Widmer et al., 2006).
Aging is associatedwith an increase in ET-1 levels in different vascu-
lar beds (Barton et al., 1997; Goodwin et al., 1999; Granado et al., 2014;
Korzick et al., 2005; MacIntyre et al., 2012) including renal vasculature
(Goettsch et al., 2001). Increased ET-1 levels are reported to induce ar-
terial stiffness and contribute to the development of cardiovascular
complications such as atherosclerosis, myocardial infarction, stroke,
and renal injury (Goettsch et al., 2001; Zieman et al., 2005). Moreover,
preclinical studies using endothelin receptor antagonists (ERA) have
shown beneficial effects reducing aging-induced morphological alter-
ations in the kidney such as glomerulosclerosis and podocytes
ultrastructre (Barton, 2014; Ortmann et al., 2004). However, the effects
of ERA treatment on renal function seem to be independent, at least
in the short term, of blood pressure (Ortmann et al., 2004), suggest-
ing direct structural beneficial effects rather than pressure-depen-
dent effects.
In addition to structural alterations within the vasculature, the con-
tractile response to ET-1 in renal arteries is also increased in aged rats
(Meyer et al., 2014; Seo and Luscher, 1995) with this fact leading to re-
duced kidney perfusion and subsequent activation of the renin–angio-
tensin system, which contributes to the regulation of basal vasomotor
tone and blood pressure (Barton et al., 1997; Kohan et al., 2011).
Based on this background, the aim of this study was to analyze the
possible changes in the response of renal arteries to endothelin-1 during
aging. In addition, since caloric restriction is one of themost effective in-
terventions to counteract both aging-induced alterations in renal func-
tion (Wiggins et al., 2005) and aging-induced vascular impairment
(Granado et al., 2014; Shinmura, 2011; Yan et al., 2013; Zanetti et al.,
2010), the possible beneficial effects of caloric restriction in the re-
sponse of renal arteries to ET-1 during aging are also studied. The
knowledge of the alterations in vascular response during aging, and
themechanisms involved,may be useful to develop therapeutics to pre-
vent or reverse these alterations.
2. Material and methods
2.1. Animals
Three- (3 m; n = 13), eight- (8 m; n = 16), and 24-month-old
(24 m; n = 24) male Wistar rats from our in-house colony (Centre
of Molecular Biology, Madrid, Spain) were used throughout this
study. Rats were housed in climate-controlled quarters with a 12 h
light cycle and fed ad libitum standard laboratory chow A04-10
Rodent Maintenance Diet (SAFE, Spain) and water. Handling of ani-
mals was performed according to European Union laws. Experimen-
tal procedures were approved by the Institutional Committee of
Research Ethics.
2.2. Caloric restriction
Three months before sacrifice, half of the rats from the 8 m (n = 8)
and 24 m (n = 12) experimental groups were assigned to undergo a
moderate caloric restriction protocol, as previously described (De Solis
et al., 2012; Granado et al., 2014; Horrillo et al., 2011). Briefly, animals
were placed in individual cages and fed a daily amount of chow equiv-
alent to 80% of normal food intake. Caloric restriction was prolonged
over 3 months. At the end of the caloric restriction, protocol animals
showed a body weight equivalent to 80–85% of ad libitum fed aged
mates. It has been proven that this caloric restriction decreases the adi-
posity index, especially visceral fat, even below the adiposity index of
young animals fed ad libitumwithout compromising the nutritional sta-
tus of the animals. Thus, it could be considered as a reasonable and bear-
able dietetic intervention, similar to that usually prescribed in humans
to lose weight.2.3. Collection of renal arteries
Restricted (CR) and ad libitum fed rats were decapitated at the ages
of 3, 8, and 24 months old previously anesthetized with sodium pento-
barbital (100 mg/kg i.p.). Immediately after death, renal arteries were
carefully dissected and either stored in cold isotonic saline solution for
the in vitro vascular response studies or frozen on dry ice for the RT-
PCR analysis.
2.4. Recording of vascular response
After sacrifice, arteries from 3-month-old rats(3 m), 8-month-old
rats(8 m), 8-month-old rats subjected to CR (8 m-CR), 24-month-old
rats (24 m), and 24-month-old rats subjected to caloric restriction
(24 m-CR) were collected and cut in 2 mm segments. Each segment
was prepared for isometric tension recording in a 4-ml organ bath con-
taining modified Krebs–Henseleit solution at 37 °C (mM): NaCl, 115;
KCl, 4.6; KH2PO4, 1.2; MgSO4, 1.2; CaCl2, 2.5; NaHCO3, 25; glucose,
11. The solution was equilibrated with 95% oxygen and 5% carbon diox-
ide to a pH of 7.3–7.4. Briefly, two fine steel wires (100 μm in diameter)
were passed through the lumen of the vascular segment. One wire was
fixed to the organbathwall and the otherwirewas connected to a strain
gauge for isometric tension recording (Universal Transducing Cell UC3
and Statham Microscale Accessory UL5, Statham Instruments, Inc.).
This arrangement permits passive tension to be applied in a plane per-
pendicular to the long axis of the vascular cylinder. The changes in iso-
metric force were recorded using a PowerLab data acquisition system
(ADInstruments). After applying an optimal passive tension of 0.75 g,
vascular segments were allowed to equilibrate for 60–90 min. After-
wards, segments were stimulated with potassium chloride (KCl
100 mM) to determine the contractility of smooth muscle. Segments
which failed to contract at least 0.5 g to KCl were discarded.
After equilibration, cumulative dose–response curves in response to
ET-1 (10–10.5–10–6.5 M) were recorded in each segment. Contraction in
response to ET-1 was expressed as the percentage of the maximal con-
traction produced by KCl 100 mM. Vascular segments response to ET-1
was also recorded after pre-incubation for 20minwith the antagonist of
endothelin ETA receptors BQ123 (10−7 M), the antagonist of endothelin
ETB receptors BQ788 (10−7 M), or the inhibitor of nitric oxide synthase
L-NAME (10−4 M). For each dose–response curve, the logarithm of the
concentration producing 50% of themaximal response ED50was calcu-
lated by geometric interpolation.
2.5. Nitrite determination in the culture medium
Nitrite concentrations were measured in the culture medium by a
modified method of Griess assay, described by Miranda et al. (2001).
Briefly, 100 μl of vanadium chloridewere added to 100 μl of cultureme-
dium in 96-well plate. Immediately after Griess reagent (1:1 mixture of
1% sulfanilamide, and 0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride)
was added to each well and incubated at 37°C for 30min. The absor-
bance was measured at 540 nm. Nitrite concentration was calculated
using a NaNO2 standard curve and expressed as μM.
2.6. RNA preparation and quantitative real-time PCR
Total RNA was extracted from the hypothalamus according to the
Tri-Reagent protocol (Chomczynski, 1993). cDNAwas then synthesized
from 1 μg of total RNA by using a high-capacity cDNA reverse transcrip-
tion kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Endtohelin-1 (ET-1),
endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide syn-
thase (iNOS), neuronal nitric oxide synthase (nNOS), cyclooxygenase-
2 (COX-2), interleukin 6 (IL-6), interleukin 1 beta (IL-1β), tumor necro-
sis factor alpha (TNF-α), and transforming growth factor beta (TGF-β)
were assessed in renal artery samples by quantitative real-time PCR.
Briefly, quantitative real-time PCR was performed by using assay-on-
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(Rn00561129_m1), eNOS (Rn02132634_s1), iNOS (Rn00561646_m1),
nNOS (Rn00583793_m1), COX-2 (Rn01483828_m1), IL-6
(Rn01489669_m1), IL-1β (Rn00580432_m1), TNF-α
(Rn01525859_g1), and TGF- β (Rn00572010_m1). Taq-Man Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) was used for amplification ac-
cording to the manufacturer's protocol in an ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Values were normalized to the
housekeeping gene 18S. According to manufacturer's guidelines, the
ΔΔCT method was used to determine relative expression levels. Statis-
tics were performed using ΔΔCT values (Livak and Schmittgen, 2001).
All data are expressed as % control (3 m).
2.7. Immunoblotting
Arterial tissue was homogenized using RIPA buffer, and total protein
content was analyzed by the Bradford method. In each assay, the same
amount of protein was loaded in all wells (100 μg), and resolving gels
with SDS acrylamide gels (10%) were used. After electrophoresis, pro-
teins were transferred to polyvinylidine difluoride (PVDF) membranes
(Bio-Rad) and transfer efficiency was determined by Ponceau red dye-
ing. Membranes were then blockedwith Tris-buffered saline (TBS) con-
taining 5% (w/v) non-fat dried milk and incubated with the appropriate
primary antibody: Endothelin-1 receptor A (ET-A) or Endothelin-1 re-
ceptor B (ET-B) (Alomone Labs, Jerusalem, Israel). Membranes were
subsequently washed and incubated with the corresponding secondary
antibody conjugated with peroxidase (1:2000; Pierce, Rockford, IL,
USA). Peroxidase activity was visualized by chemiluminescence and
quantified by densitometry using BioRad Molecular Imager ChemiDoc
XRS System. All blots were rehybridized with β-tubuline (Sigma–Al-
drich) to normalize each sample for gel-loading variability. All data are
normalized to control values on each gel.
2.8. Drugs




norleucine sodium salt), and L-NAME (Nω-Nitro-L-arginine methyl
ester hydrochloride), all from Sigma. Endothelin-1 (human, porcine…)
was purchased from Bachem (Switzerland).
2.9. Statistical analysis
Values are expressed as the mean (±SEM). To assess the effects of
age, one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test has been
performed. In addition, to determine the effects of caloric restriction,
unpaired Student's t test was performed comparing 24 m-CR vs 24 m
rats and 8 m-CR vs 8 m rats. The effects of the treatments (L-NAME,
BQ-123, and BQ-788) within each experimental group were analyzed
by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test for each con-
centration of ET-1. A p value of b0.05 was considered significant.
3. Results
3.1. Results in 8-month-old rats
3.1.1. Effect of age and caloric restriction in the contractile response of renal
arteries to endothelin-1
Fig. 1 shows the contractile response to ET-1 expressed by% contrac-
tion to KCl (A), and the log of ED50 calculated from the ET-1 dose–re-
sponse curves of renal artery segments from 3 m, 8 m and 8 m-CR
rats. ET-1 induced a concentration-dependent contraction of renal ar-
tery segments in all experimental groups. The contractile response to
ET-1 was significantly increased in renal artery segments from 8 mrats compared to 3 m at the doses of 10–7.5M (P b 0.05), 10−7 M
(P b 0.001), and 10–6.5M (P b 0.001), and this effect was blunted by ca-
loric restriction at the doses of 10−7 M and 10–6.5M (P b 0.05 for
both). This was associated with a significant increase in the area under
curve (AUC) in 8 m compared to 3 m (P b 0.01) and to 8 m-CR
(P b 0.05). However, we did not find significant changes in the log of
ED50 among experimental groups.
3.1.2. Implication of endothelin receptors ET-A and ET-B in the contractile
response of renal artery segments to ET-1
Pre-incubation of renal artery segments with the antagonist of
endothelin ETA receptors BQ123 shifted to the right the concentra-
tion–response curve to ET-1 in 3 m rats (Fig. 2A;P b 0.0.1), 8 m rats
(Fig. 2B; P b 0.05), and 8 m-CR rats (Fig. 2C; P b 0.001). This effect was
associated with a significant increase in the log of ED50 in all experi-
mental groups (Fig. 2D; P b 0.01 vs 3m-control; P b 0.05 vs 8m-control;
P b 0.001 vs 8 m-CR-control) andwith a decrease in the AUC in 8m and
8 m-CR rats (P b 0.05 for both). In addition, ET-A blockade significantly
increased the contractile response of renal artery segments to ET-1 in
3 m rats at the dose of 10–6.5 M (Fig. 2A; P b 0.05 vs control) but not in
renal artery segments from 8 m and 8 m-CR rats.
Pre-incubation of renal artery segments with the antagonist of
endothelin ETB receptors BQ788 did notmodify the contractile response
to ET-1 and the log of ED50 neither in 3m rats nor in 8m rats. However,
it significantly increased the contractile response to ET-1 in renal artery
segments from 8m-CR rats at the doses of 10−8 M (P b 0.01 vs control)
and 10–7.5 M (P b 0.01 vs control) and the AUC compared to both 3 m
and 8 m rats (P b 0.05 for both).
3.1.3. Effect of age and caloric restriction in the gene expression of
endothelin-1 and in the content of endothelin-1 receptors in renal arteries
ET-1 gene expression in renal arteries was unchanged in 8 m rats
(138±34) compared to 3m rats (100±9.8) but it was significantly de-
creased in renal arteries from8m-CR (73±9) in comparison to 8m rats
(P b 0.05). The protein levels of receptor ET-Awere significantly up-reg-
ulated in renal arteries from 8m and 8m-CR compared to 3m rats (Fig.
2E; P b 0.05 and P b 0.001, respectively). On the contrary, ET-B protein
levels were only significantly increased in renal arteries from 8 m-CR
compared to 3 m rats (Fig. 2F; P b 0.01).
3.1.4. Implication of nitric oxide in the contractile response of renal artery
segments to ET-1
To investigate the role of nitric oxide in the contractile response of
renal arteries to ET-1, some segments from 3 m, 8 m, and 8 m-CR rats
were pre-incubated with the nitric oxide synthase inhibitor L-NAME
(10−4 M) before the endothelin dose–response curve (Fig. 3). L-NAME
pre-incubation did not modify the contractile response to ET-1 in
renal artery segments from 8 m rats. On the contrary, L-NAME shifted
to the left the dose-response curve of ET-1 in renal artery segments
from 3 m rats (Fig. 3A) and significantly increased the contractile re-
sponse to ET-1 at the doses 10–8.5 M (P b 0.01), 10−8 M, 3.10−7 M,
10−7M, and 10–6.5 M (P b 0.05). This effectwas associatedwith a signif-
icant decrease in the log of ED50 of L-NAME segments compared to con-
trols (Fig. 3D; P b 0.05). Likewise, the contractile response to ET-1 was
significantly higher in renal artery segments from8m-CR rats incubated
with L-NAME compared to controls (Fig. 3C) at the doses of 10−8 M
(P b 0.01), 10–7.5 M (P b 0.001), 10−7 M (P b 0.001), and 10–6.5 M
(P b 0.001), and this was also associated with a significant decrease in
the log of ED50 (Fig. 3D; P b 0.01).
In addition, the concentration of nitriteswasmeasured in the culture
medium after incubation of renal artery segments from 3 m rats, 8 m
rats and 8 m-CR rats either with vehicle (control) or Endothelin-1
(ET-1) 10–7 M for 30 min (Table 1). The concentration of nitrites,
both in basal conditions and after ET-1 incubation, was significantly in-
creased in 8 m and 8 m-CR rats compared to 3 m rats (P b 0.001). Incu-
bation with ET-1 did not modify the concentration of nitrites in any of
Fig. 1. Contractile response (1A) and log of ED50 (1B) of renal artery segments from 3-month-old Wistar rats fed ad libitum (3 m) and 8-month-old Wistar rats fed ad libitum (8 m), or
subjected to caloric restriction (8 m-CR) in response to endothelin-1. Data are represented as mean ± SEM (n = 8 rats/group). ⁎P b 0.05 vs 3 m; ⁎⁎P b 0.01 vs 3 m; ⁎⁎⁎P b 0.001 vs 3 m;
#P b 0.05 vs 8 m.
Fig. 2. Contractile response of renal artery segments from 3-month-oldWistar rats fed ad libitum (3 m; 2A) and 8-month-oldWistar rats fed ad libitum (8 m;2B), or subjected to caloric
restriction (8 m-CR; 2C) and log of ED50 (2D) in response to endothelin-1 after pre-incubation with vehicle, BQ-123 or BQ-788. Fig. 2E and F represent the protein levels of endothelin-1
receptor A and endothelin-1 receptor B respectively in renal arteries from3m, 8m, and 8m-CR rats. Data are represented asmean±SEM (n=8 rats/group). ⁎P b 0.05 vs 3m; ⁎⁎P b 0.01 vs
3 m; ⁎⁎⁎P b 0.001 vs 3 m; #P b 0.05 vs 8 m.
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Fig. 3. Contractile response of renal artery segments from 3-month-old Wistar rats fed ad libitum (3 m;3A) and 8-month-old Wistar rats fed ad libitum (8 m;3B), or subjected to caloric
restriction (8m-CR; 3C) and log of ED50 (3D) in response to endothelin-1 after pre-incubationwith vehicle or Nω-Nitro-L-argininemethyl ester hydrochloride (L-NAME). Fig. 3E, F, G, and
H represent the gene expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase (iNOS), neuronal nitric oxide synthase (n-NOS), and cyclooxygenase-2 (COX-
2), respectively, in renal arteries from3m, 8m, and8m-CR rats. Data are represented asmean±SEM(n=8 rats/group). ⁎P b 0.05 vs 3m; ⁎⁎P b 0.01 vs 3m; ⁎⁎⁎P b 0.001vs 3m; #P b 0.05 vs
8 m.
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increased in the culture medium of 8 m-CR rats compared to 8 m rats
after ET-1 incubation (P b 0.05).
3.1.5. Effect of age and caloric restriction in the gene expression of
endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase
(iNOS), inducible nitric oxide synthase (nNOS) and cyclooxygenase-2
(COX-2) in renal arteries
In renal arteries, eNOS mRNA levels were significantly decreased in
8 m and 8 m-CR rats compared to 3 m rats (Fig. 3E; P b 0.01 for both).Table 1
Concentration of nitrites (μM) in culturemedium after incubation of renal artery segments
from 3-month-old rats (3 m), 8-month-old rats (8 m), and 8-month-old rats subjected to
caloric restriction (8 m-CR) either with vehicle (control) or endothelin-1 (ET-1) 10−7 M
for 30 min.
Control ET-1 (10−7 M)
3 m 1.5 ± 0.3c,d,e,f 2.4 ± 0.3 c,d,e,f
8 m 9.7 ± 1.5a,b 6.8 ± 0.7a,b,e,f
8 m-CR 10.5 ± 0.7a,b,d 9.1 ± 1a,b,d
a Statistically different from 3 m-control.
b Statistically different from 3 m-ET1.
c Statistically different from 8 m-control.
d Statistically different from 8 m-ET1.
e Statistically different from 8 m-CR.
f Statistically different from 8 m-CR-ET1.In addition, eNOS gene expression in renal arteries of 8 m-CR rats was
significantly lower than that of 8 m rats (Fig. 3E; P b 0.05). The gene
expression of iNOS (Fig. 3F), nNOS (Fig. 3G), and COX-2 (Fig. 3H) were
unchanged among experimental groups.
3.1.6. Effect of age and caloric restriction on the gene expression of interleukin
6 (IL-6), interleukin 1 beta (IL-1β), tumor necrosis factor alpha (TNF-α), and
transforming growth factor beta (TGF-β) in renal arteries
The gene expression of IL-6, IL-1β, TNF-α and TGF-β in renal arteries
of 3 m, 8 m and 8 m-CR rats is shown in Table 3. IL-6 and TGF-βmRNA
levels were not modified neither by age nor by CR. On the contrary,
TNF-α and IL-1 β gene expression was decreased in renal arteries
from 8 m rats compared to young rats (P b 0.05 and P b 0.01, respec-
tively). CR did not modify the gene expression of none of these genes
except IL-1β that was significantly decreased in renal arteries from
8 m-CR compared to 8 m rats (P b 0.05).
3.2. Results in 24-month-old rats
3.2.1. Effect of age and caloric restriction in the contractile response of renal
arteries to endothelin-1
Fig. 4 shows thedose–response curve to ET-1 (A) and the log of ED50
(B) in renal artery segments from 3 m, 24, and 24 m-CR rats. The con-
tractile response to ET-1 was increased both in 24 m and 24 m-CR rats
compared to young animals from the dose of 10–9.5 M on, and this was
Fig. 4. Contractile response (4A) and log of ED50 (4B) of renal artery segments from 3-month-oldWistar rats fed ad libitum (3m) and 24-month-oldWistar rats fed ad libitum (24m), or
subjected to caloric restriction (24 m-CR) in response to endothelin-1. Data are represented as mean ± SEM (n= 8 rats/group). ⁎P b 0.05 vs 3 m; ⁎⁎P b 0.01 vs 3 m; ⁎⁎⁎P b 0.001 vs 3 m;
#P b 0.05 vs 24 m.
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both) and with a significant increase in the AUC (P b 0.001 for both).
In addition, renal artery segments from 24 m-CR showed an increased
response to ET-1 compared to 24 m rats at the doses of 10−9
(P b 0.05) and 10–8.5 M (P b 0.05), although no significant changes
were found neither in the log of ED50 nor in the AUC between this
two experimental groups.
3.2.2. Implication of endothelin receptors ET-A and ET-B in the contractile
response of renal artery segments to ET-1
Blockade of ET-A receptors shifted to the right the dose–response
curves to ET-1, and this was associated with a significant increase in
the log of ED50 in all experimental groups (P b 0.01 for 3 m; P b 0.001
for 24 m; P b 0.001 for 24 m-CR) and with a significant decrease in the
AUC in 24m and 24m-CR rats (P b 0.001 for both). Moreover, pre-incu-
bation of renal artery segments with the ET-A blocker BQ-123 signifi-
cantly increased the contractile response to ET-1in young rats at the
dose of 10–6.5 M (Fig. 5A; P b 0.05 vs control) but not in renal artery seg-
ments from 24 m and 24 m-CR rats.
Pre-incubation of renal artery segments with the ET-B blocker BQ-
788 did not modify the contractile response to ET-1 in young rats, but
it also shifted to the right the dose–response curves both in 24 m and
24 m-CR, together with a significant increase in the log of ED50
(P b 0.05 for both) and a significant decrease in the AUC (P b 0.05 for
both) compared to 3 m rats.
3.2.3. Effect of age and caloric restriction in the gene expression of
endothelin-1 and in the content of endothelin-1 receptors in renal arteries
ET-1 gene expression in renal arteries was unchanged in 24 m
(146 ± 30) and 24 m-CR (115 ± 10) compared to 3 m (100 ± 9.8)
rats. The protein levels of receptor ET-A were not modified in renal ar-
teries from 24 m rats compared to 3 m rats although they were signifi-
cantly up-regulated in renal arteries from 24 m-CR compared to 24 m
rats (Fig. 5E; P b 0.01). ET-B protein levels were significantly down-reg-
ulated both in renal arteries from 24m and from 24m-CR compared to
3 m rats (Fig. 5F; P b 0.05 for both).3.2.4. Implication of nitric oxide in the contractile response of renal artery
segments to ET-1
Blockade of nitric oxide production by pre-incubation of renal artery
segments with L-NAME prior to the ET-1 dose–response curve signifi-
cantly increased the contractile response to ET-1 in 3 m rats at the
doses of 10–8.5 (P b 0.01), 10−8 (P b 0.05), 10–7.5(P b 0.05), 10−7
(P b 0.05), and 10–6.5 M (P b 0.05) (Fig. 6A) and in 24 m rats at the
doses of 10–7.5 (P b 0.05), 10−7 (P b 0.05), and 10–6.5 M (P b 0.05) (Fig.
6B). However, it only shifted to the left the dose-response curve and sig-
nificantly decreased the log of ED50 in young animals (P b 0.05), al-
though a significant increase in the AUC in response to L-NAME was
found in both experimental groups (P b 0.05 for both). On the contrary,
L-NAME did not modify the response to ET-1 in renal artery segments
from 24 m-CR rats (Fig. 6C).
The concentration of nitrites was measured in the culture medium
after incubation of renal artery segments from 3 m rats, 24 m rats, and
24 m-CR rats either with vehicle (control) or Endothelin-1 (ET-1) 10–
7M for 30min (Table 2). The concentration of nitrites, both in basal con-
ditions and after ET-1 incubation, was significantly increased in 24 m
and 24 m-CR rats compared to 3 m rats (P b 0.001). Incubation with
ET-1 did not modify the concentration of nitrites in none of the experi-
mental groups.3.2.5. Effect of age and caloric restriction in the gene expression of
endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase
(iNOS), inducible nitric oxide synthase (nNOS), and cyclooxygenase-2
(COX-2) in renal arteries
eNOS (Fig. 6E) and nNOS (Fig. 6G) gene expression was signifi-
cantly down-regulated in 24 m rats compared to 3 m rats
(P b 0.01 and P b 0.05 respectively) whereas iNOS (Fig. 6F) and
COX-2 (Fig. 6H) mRNA levels were up-regulated (P b 0.001 and
P b 0.05. respectively). Caloric restriction attenuated aging-induced
decrease of eNOS gene expression (P b 0.05), and aging-induced up-
regulation of iNOS mRNA levels in renal arteries (P b 0.05), although
iNOS mRNA levels remained increased compared to 3 m rats
(P b 0.05).
Fig. 5. Contractile response of renal artery segments from 3-month-oldWistar rats fed ad libitum (3m;5A) and 24-month-oldWistar rats fed ad libitum (24m;5B), or subjected to caloric
restriction (24m-CR; 5C) and log of ED50 (5D) in response to endothelin-1 after pre-incubationwith vehicle, BQ-123, or BQ-788. Fig. 5E and F represent the protein levels of endothelin-1
receptorA and endothelin-1 receptor B, respectively, in renal arteries from3m, 24m, and 24m-CR rats. Data are represented asmean±SEM(n=8rats/group). ⁎P b 0.05 vs 3m; ⁎⁎P b 0.01
vs 3 m; ⁎⁎⁎P b 0.001 vs 3 m; #P b 0.05 vs 24 m; ##P b 0.01 vs 24 m; ###P b 0.001 vs 24 m.
38 S. Amor et al. / Experimental Gerontology 88 (2017) 32–413.2.6. Effect of age and caloric restriction on the gene expression of interleu-
kin 6 (IL-6), interleukin 1 beta (IL-1β), tumor necrosis factor alpha (TNF-
α), and transforming growth factor beta (TGF- β) in renal arteries
Neither aging nor caloric restriction altered the gene expression of
IL-6, IL-1β, TNF-α, and COX-2 in renal arteries from 24 and 24 m-CR
rats compared to 3 m rats (Table 3).4. Discussion
Moderate caloric restriction has been reported as an effective inter-
vention for the treatment and prevention of aging-induced alterations
in renal function attenuating glomerulosclerosis and alterations in glo-
merular filtration (Wiggins et al., 2005). In the present study, we have
analyzed the possible beneficial effects of a moderate protocol of caloric
restriction on aging-induced alterations in renal circulation, and specif-
ically in the response of renal arteries to the vasoconstrictor peptide
endothelin-1. This study is relevant since a higher contraction in re-
sponse to this peptide has been reported in renal arteries from obese
mice due, at least in part, to an up-regulation in the endothelial gene ex-
pression of ET-1 (Baretella et al., 2014), with this fact possibly being in-
volved in the development of hypertension. Aging has a common factor
with obesity in termsof adiposity, as both subcutaneous and visceral ad-
iposity are clearly increased with age (Granado et al., 2014; Horrillo et
al., 2011). Therefore, we hypothesized that aging-induced adiposity
may also affect the renal response to ET-1 and, if so, maybe it could beprevented by decreasing adiposity through a moderate caloric restric-
tion protocol. Although other authors have reported effects of caloric re-
striction in the arterial gene expression of ET-1 in aged rats (Facchetti et
al., 2007), to our knowledge, this is the first study showing the effects of
both aging and caloric restriction on the renal vascular response to ET-1.
The response of renal artery segments to ET-1, and the expression of
ET-1 and its receptors in arterial tissue in 8- and 24-month-old rats, ei-
ther fed ad libitum or subjected to a moderate caloric restriction regi-
men, was analyzed and compared with young rats (3 months old).
We have compared rats of these two ages because, although this proto-
col of caloric restriction has been proven to be effective in terms of de-
crease of body weight and adiposity at both ages (De Solis et al., 2012;
Fernandez et al., 2009; Horrillo et al., 2011), previous data show that it
is only able to prevent metabolic alterations such as decrease of
HOMA index and circulating levels of fatty acids and cytokines
(Horrillo et al., 2011), insulin resistance in skeletal muscle (De Solis et
al., 2012), or increased resistin receptor gene expression in adipose tis-
sue (Fernandez et al., 2009) in 8 m rats but not in 24 m rats.
However, unpublished data from our group did not show any signif-
icant improvement of caloric restriction in myocardial function in 8 m
rats, neither in basal conditions nor in response to ET-1. In contrast,
we did find a significant effect of CR improvingmyocardial function, de-
creasing the gene expression of inflammatory markers and increasing
the gene expression of eNOS in 24 m rats (Granado et al., 2014). Thus,
it is possible that this specific regimen of caloric restriction has different
effects in metabolism and in cardiovascular function.
Fig. 6. Contractile response of renal artery segments from 3-month-oldWistar rats fed ad libitum (3m; 6A) and 24-month-oldWistar rats fed ad libitum (24m;6B), or subjected to caloric
restriction (24 m-CR; 6C) and log of ED50 (6D) in response to endothelin-1 after pre-incubation with vehicle or Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME). Fig. 6E, F, G,
and H represents the gene expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase (iNOS), neuronal nitric oxide synthase (n-NOS), and cyclooxygenase-2
(COX-2), respectively, in renal arteries from 3m, 24m, and 24m-CR rats. Data are represented as mean± SEM (n=8 rats/group). ⁎P b 0.05 vs 3m; ⁎⁎P b 0.01 vs 3m; ⁎⁎⁎P b 0.001 vs 3m;
#P b 0.05 vs 24 m; ##P b 0.01 vs 24 m; ###P b 0.001 vs 24 m.
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response in renal artery segments in all experimental groups (Clozel
and Clozel, 1989; Meyer et al., 2014; Pernow et al., 1988; Widmer et
al., 2006).
The results in 8 m rats show that renal arteries from 8 m rats fed ad
libitum have increased contraction to ET-1 compared to renal arteries
from 3 m rats, whereas the contraction to ET-1 in renal arteries from
8 m-CR was not different to that of young animals. The contraction of
renal arteries segments to ET-1 seems to bemediated by ET-A receptors
in all experimental groups, since blockade of these receptors with BQ-Table 2
Concentration of nitrites (μM) in the culture medium after incubation of renal artery seg-
ments from 3-month-old rats (3 m), 24-month-old rats (24 m), and 24-month-old rats
subjected to caloric restriction (24 m-CR) either with vehicle (control) or endothelin-1
(ET-1) 10–7 M for 30 min.
Control ET-1 (10−7 M)
3 m 1.5 ± 0.3c,d,e,f 2.4 ± 0.3c,d,e,f
24 m 6.9 ± 1.5a,b 7.8 ± 0.7a,b
24 m-CR 7.3 ± 1a,b 8.5 ± 0.8a,b
a Statistically different from 3 m-control.
b Statistically different from 3 m-ET1.
c Statistically different from 24 m-control.
d Statistically different from 24 m-ET1.
e Statistically different from 24 m-CR.
f Statistically different from 24 m-CR-ET1.123 increases the log of ED50, so a higher dose of ET-1 is required to
produce the 50% of the maximum effect. This is in accordance with
most of the reported results in which the vascular contraction to ET-1
is mainly mediated by ET-A receptors (Thorin and Clozel, 2010;
Vignon-Zellweger et al., 2012). However, since the BQ-123-induced in-
crease in the log of ED50 was similar in all experimental groups, the in-
creased response of renal arteries to ET-1 in 8m rats fed ad libitum does
not appear to be mediated exclusively by ET-A receptors. Protein levels
of ET-A were significantly up-regulated in renal arteries from 8 m rats,
which is in accordance with the increased vascular response to ET-1 atTable 3
mRNA levels of interleukin 6 (IL-6), interleukin 1 beta (IL-1β), tumor necrosis factor alpha
(TNF-α), and transforming growth factor beta (TGF-β) in renal arteries from3-month-old
rats (3 m), 8-month-old rats, and 24-month-old rats either fed ad libitum (8 m) and (24
m) or subjected to caloric restriction (8 m-CR) and (24 m-CR). Data are represented as
mean ± SEM (n = 8 rats/group).
IL-6 IL-1β TNF-α TGF-β
3 m 100 ± 13.8 100 ± 15.4 100 ± 10.9 100 ± 13.2
8 m 119.9 ± 8 75.5 ± 7.8⁎⁎ 59.7 ± 12.4⁎ 90.7 ± 8.8
8 m-CR 129.2 ± 20.3 40.4 ± 5.7⁎⁎,# 65.7 ± 13.1 89.9 ± 10.7
24 m 106 ± 20.9 85.2 ± 17.9 106 ± 20.8 114 ± 20.5
24 m-CR 125 ± 17.2 123 ± 19 127 ± 30.8 127.6 ± 19.8
⁎ P b 0.05 vs 3 m.
⁎⁎ P b 0.01 vs 3 m.
# P b 0.05 vs 8 m.
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arteries from 8 m-CR rats, although there was also a significant up-reg-
ulation in the protein content of ET-B. Since endothelial ET-B receptors
mediate the release of relaxing factors such as nitric oxide, prostacyclin,
and endothelium-derived hyperpolarizing factor (Mazzuca and Khalil,
2012), the lower contractile response to ET-1 in this experimental
group is most likely due to ET-B up-regulation. Indeed, in renal arteries
from 8 m-CR rats, the response to ET-1 was increased after blockade
with the ET-B antagonist BQ-788, with this fact possibly meaning that
in this experimental group, ET-B receptors counteract the contractile re-
sponse to ET-1 induced by ET-A activation.Moreover, the concentration
of nitrites was significantly increased in the culture medium after incu-
bation of renal artery segments from 8m-CR rats with ET-1, which indi-
cates an increased production of nitric oxide only in this experimental
group. Thus, it is possible that renal arteries from 8 m-CR rats produce
more NO because they express more vasodilator ET-B receptors in the
endothelium than 8 m rats to partially counteract the contractile effect
to ET-1 mediated by ET-A. However, since the levels of these receptors
were not specifically measured in the endothelium but in the whole
vessel, it is not possible to certainly assess whether the endothelial ex-
pression of ET-B receptors is modified in response to caloric restriction
or not, which may be considered as a limitation of the study.
Blockade of NO with the NOS inhibitor L-NAME significantly in-
creased the contractile response to ET-1 and the log of ED50 both in
3 m and in 8 m-CR rats but not in 8 m rats. Therefore, it is clear that
NO counteracts the contractile response to ET-1 in these two experi-
mental groups. As blockade of ET-B receptors potentiated the contractile
response to ET-1 in renal arteries from 8 m-CR rats but not in renal ar-
teries from 3m rats, it is possible that in 8 m-CR rats, the counteracting
NO proceeds from the activation of ET-B receptors whereas in 3 m rats
this NO is provided by other mechanisms. However, whether the gene
expression of ET-B receptors is modified in response to ET-1 specifically
in the endothelium in these experimental groups remains to be
determined.
Regarding the effects of ET-1 in renal arteries from 24-month-old
rats fed ad libitum (24 m) and 24-month-old rats subjected to CR
(24m-CR), our results show that there are no significant differences be-
tween the two experimental groups, although this contraction was
clearly augmented compared to young rats. Similarly, an increased con-
tractile response to ET-1 has also been reported in aged rats both in
renal arteries (Meyer et al., 2014; Seo and Luscher, 1995) and in other
vascular beds such as aorta (Meyer et al., 2014; Rubio et al., 2006;
Zanetti et al., 2010), skeletal muscle arterioles (Donato et al., 2005), or
coronary arteries (Goodwin et al., 1999; Ishihata and Katano, 2006;
Korzick et al., 2005). However, in coronary arteries, a decreased re-
sponse to ET-1 in aged rats has also been reported (Granado et al.,
2014). The increased contraction to ET-1 in renal artery segments
from 24m rats does not seem to bemediated by an increased ET-1 syn-
thesis in arterial tissue since ET-1 mRNA levels were unchanged among
groups. However, other authors have reported increased ET-1 levels in
aged rats (Goettsch et al., 2001). These contradictory data may be due
either to measurement of protein vs mRNA levels or either to the use
of different rat strains (Wistar vs WKY).
Similarly to results in 8 m rats, the contractile response to ET-1 was
associated with an increase in the log of ED50 after blockade with BQ-
123, which means that ET-A is involved in the ET-1 contraction of
renal artery segments in all experimental groups. Interestingly, ET-B
blockade also resulted in a significant increase in the log of ED50 and
in a significant decrease in the AUC in 24 m and 24 m-CR rats but not
in 3 m rats. Therefore, it appears that in aged rats, ET-B receptors also
participate in the contractile response of renal artery segments to ET-
1, as it has been previously described in coronary arterioles (LeBlanc
et al., 2013). Indeed, the vascular response to ET-1 in aged individuals
is not only mediated by ET-A but also by ET-B receptors, which are re-
ported to induce endothelium-derived contraction in certain condi-
tions, including aging (Shah, 2007; Vanhoutte and Tang, 2008).However, other authors have reported that ET-B receptors are not in-
volved in the increased vascular response to ET-1, neither in coronary
arteries (Korzick et al., 2005) from aged rats nor in the forearm from
old humans (Van Guilder et al., 2007). These opposite results could be
explained because of the different vascular beds and also because of
the different species (rats vs humans) or rat strains (Wistar vs. Fisher
344).
Unexpectedly, our results show that the increased response to ET-1
in renal artery segments from 24 m and 24 m-CR rats is not associated
neither with an increase in the protein levels of ET-A nor with an in-
crease in the protein levels of ET-B. In fact, the protein levels of ET-B
were significantly decreased in renal arteries from both 24 m and
24m-CR rats whichmay be related to a negative feedback due to the re-
ported age-induced increase in circulating ET-1 levels (Nyberg et al.,
2013). Although the protein content of ET-1 receptors in renal arteries
were either unchanged or decreased in aged rats in basal conditions,
we cannot exclude that the levels of these receptors may be changed
in response to ET-1. In addition, since the protein analysis of both ET-
A and ET-B has been performed in the whole vessel, it is not possible
to certainly assess the exact amount of these receptors in the muscle
and in the endothelium, which may be considered as a limitation of
the study.
As expected, the blockadewith L-NAME increased the contractile re-
sponse of renal arteries to ET-1 in 3m rats, and this was associated with
a significant decrease in the log of ED50, with this effect clearly pointing
to a counteracting effect of NO to the contractile response to ET-1 in
young rats. On the contrary, in 24 m rats, pre-incubation with L-NAME
did not decrease the log of ED50, although it significantly increased
the contractile response to ET-1 at high concentrations. However, this
effect was not found in renal artery segments from 24 m-CR rats in
which NOS blockade did not induce any effect.
Finally, our results show that CR prevents the aging-induced up-reg-
ulation of iNOS mRNA levels and attenuates the aging-induced down-
regulation of eNOS and ET-B gene expression in arterial tissue. However,
the gene expression of different pro-inflammatoy and profibrotic
markers are not modified. Likewise, CR-induced improvement of endo-
thelial dysfunction in aorta segments from aged rats is also reported to
bemediated by a decrease in the gene expression of iNOS (Zanetti et al.,
2010). However, in the study performed by Zanetti et al., they also
found an improvement in vascular function in rats subjected to CR,
whereas in our study we did not find differences between 24 m and
24 m-CR. This opposite results may be explained by the differences in
the caloric restriction protocol, by differences in the vascular beds
(renal artery vs aorta), and also by differences in the age of young rats
(6 m vs 3 m). In addition, in their study, endothelium-dependent vaso-
relaxation is studied whereas in ours the objective was to analyze the
contractile response to ET-1. Therefore, the results are not completely
comparable. Likewise,morphological or biochemical changes are not al-
ways translated into functional changes, as it occurswith ERA treatment
in aged rats in which reduction of renal glomerulosclerosis and im-
provement of podocytes ultrastructure does not result neither in an im-
provement in renal function nor in changes in blood pressure (Barton,
2014; Ortmann et al., 2004).
In conclusion, the contractile response to ET-1 is increased in renal
arteries from both 8 m and 24 m rats compared to young animals
with this effect being mediated by ET-A receptors and also by ET-B re-
ceptors in the case of 24m rats. Caloric restriction prevents the aging-in-
duced increased contractile response to ET-1 in 8 m rats, possibly by an
up-regulation/activation of relaxing ET-B receptors in the endothelium.
However, in 24 m rats, CR does not attenuate the aging increased re-
sponse of renal arteries to ET-1, although it prevents the aging-induced
increase in iNOS mRNA levels and the aging-induced decrease in eNOS
mRNA levels in arterial tissue.
Thus, based on our results, it is clear that, although it is not translated
in an improvement of vascular function, this specific protocol of caloric
restriction may have an impact preventing, or at least attenuating,
41S. Amor et al. / Experimental Gerontology 88 (2017) 32–41aging-induced endothelial dysfunction. Whether changes in caloric re-
striction intensity and/or duration would have induced most evident
changes remains to be determined.
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